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Dans une note antérieure {6], nous avons signalé les propriétés 
physiologiques d’un champignon Hyphomycéte nouveau de la 
famille des Stilbacées. Ce champignon avait été isolé, de facon 
tout a fait fortuite, sur un milieu nutritif gélosé, renfermant des 
sels minéraux, et, pour 1 000 cm*, 15 g de glucose, 1,88 mg 
d’aneurine (thiamine ou vitamine B,) et 0,001 mg _ d’acide 
indole-g-acétique. Il est caractérisé par ses fructifications coré- 
miées, disposées en cercles concentriques, formées d’un stipe 
fibreux, brun, rigide, constitué par des faisceaux d’hyphes enroulés 
en spirale. Le stipe est surmonté d’une téte subsphérique, d’abord 
jaune, puis verte (fig. 1 de la planche), dont les hyphes portent 
des conidies lisses, ovoides ou sphériques, acropleurogénes, 
s’insérant sur le filament sporifére par l’intermédiaire d’un fin 
stérigmate. Nous avons donné ailleurs [2, 5], sous le nom de 
Sphzrocybe concentrica n. g. n. sp., Magrou et Marneffe, 1945, 
une description détaillée de cet organisme, accompagnée d’une 
diagnose latine. Il s’agit d’une Stilbacée appartenant a la sous- 


(*) La mort a surpris le Professeur Magrou en pleine activité. Ces 
Annales publient le dernier mémoire qu’il ait rédigé, suivi de notes 
sur les travaux qu’il dirigeait et que ses éléves ont groupées dans ce 
méme numéro en hommage au Maitre disparu. 
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famille des Pheostilbées, section des Amérosporées, sous-section 
des Hyalosporées. 

Ayant repiqué ce champignon, pour en conserver la souche, 
sur gélose peptonce glucosée, nous avons constaté, a notre 
grande surprise, qu’il ne donnait sur ce milieu qu’un thalle 
stérile, complétement dépourvu des corémies caractéristiques, et 
dans lequel un examen microscopique minutieux ne révéla pas 
la moindre trace de conidies. Devant ce résultat inattendu, nous 
nous sommes demandé si la production des corémies ne serait 
pas liée a la présence d’aneurine ou d’acide indole-g-acétique 
dans Je milieu ot le champignon s’était développé primitivement. 
Pour nous en assurer, nous l’avons repiqué sur milieu minéral 
sans glucose (1), sur milieu minéral glucosé 4 15 p. 1 000, addi- 
tionné ou non d’aneurine ou d’acide indole-g-acétique aux doses 
indiquées plus haut, ou de ces deux produits en mélange. L’expé- 
rience s’est montrée concluante : le glucose est indispensable au 
développement du thalle, acide indole-g-acétique stimule net- 
tement sa croissance, mais ni l’un ni l’autre de ces produits n’est 
capable d’engendrer les corémies. C’est seulement dans les 
milieux renfermant de laneurine que celles-ci se développent 
en abondance, avec leur forme et leur disposition caractéris- 
tiques (fig. 2 45 et 7 de la planche). 

Partant de la, nous avons cherché si notre champignon était 
capable d’opérer la synthése de Taneurine a partir des consti- 
tuants de cette vilamine, la pyrimidine et le thiazole. A cet effet, 
nous avons étudié son comportement en présence de ces corps, 
isolés ou associés.. Dans nos premiéres expériences, exécutées en 
1944 avec un échantillon de thiazole de l’aneurine que nous nous 
élions procuré a cette époque, nous avions obtenu une pro- 
duction réguliére de corémies en présence de ce composé. Mais 
Vexpérience, refaite récemment avec un nouvel échantillon de 
thiazole, ne nous a plus donné le méme résultat. L’aspect mor- 
phologique actuel de notre souche de S. concentrica semble indi- 
quer qu'une mutation s’est produite depuis nos premiéres expé- 
riences. Cette nouvelle épreuve nous améne done a réviser nos 
conclusions antérieures sur le pouvoir corémigéne du_ thiazole. 
Par contre, il s’est confirmé que ce composé, lorsqu’il est associé 

1 la pyrimidine, provoque la formation de corémies. Le cham- 
eee est donc, pour le moins, capable d’opérer la synthése de 
Vaneurine a partir d’un mélange de pyrimidine et de thiazole. 
Quant a la pyrimidine de laneurine, elle est, a elle seule, 
dépourvue de pouvoir d’engendrer des corémies. 

Nous nous sommes appliqués ensuite a déterminer le seuil de 


(1) Pour la composition de ce milieu, nous renvoyons 4 nos: publi- 
cations antérieures. 
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activité corémigéne de l’aneurine. Dans une premiére série 
d’essais [5, 6], nous avions constaté une abondante production de 
corémies a des concentrations en aneurine s’échelonnant entre 
0,04 mg et 90 mg par litre. D’out la nécessité, pour résoudre le 
probléme, de recourir a une échelle de dilutions beaucoup plus 
étendue. Nous avons donc fait un grand nombre de cultures sur 
milieu minéral glucosé, sans aneurine ou renfermant de l’aneurine 
respectivement aux concentrations de 1.10-7, 1.10-%, 1.10-°, 
item tO 2 tO lla, 1102 et 1 c10—* = Pour 
éliminer les facteurs de croissance qui pouvaient étre apportés 
éventuellement par le coton servant a boucher les tubes ou par 
la gélose, nous avons fait une partie de ces cultures dans des 
tubes simplement bouchés par un capuchon de verre stérilisé et 
sur un substratum constitué par une bande de papier Berzélius, 
plongeant par sa partie inférieure dans la solution nutritive. Dans 
une autre série d’essais, nous avons employé du glucose traité 
par le charbon activé (norite), destiné a adsorber les vitamines 
que ce glucide peut renfermer a titre d’impuretés. Ces divers 
essais ont donné des résultats concordants : dans les cultures 
témoins sans aneurine, ou dans les tubes renfermant de l’aneu- 
rine aux concentrations comprises entre 1.10—* et 1.10—*°, il ne 
s’est pas formé de corémies ; tout au plus, dans quelques tubes, 
a-t-on pu voir le mycélium s’agréger en aiguillons qui n’ont pas 
tardé 4 avorter, sans avoir produit de tétes sporiféres. Par contre, 
a 1.10—* et aux concentrations supérieures, des corémies se sont 
produites en abondance. C’est donc aux concentrations comprises 
entre 1.10-* et 1.10—-® qu’est situé le seuil d’activité de la vita- 
mine. Pour le préciser, nous avons fait de nouvelles cultures, a 
des concentrations en aneurine respectivement égales a 1.10—%, 
ONO acme ea O.t0s, O10 a0 ee 10 210? 
1.10—°. Aux concentrations de 3.10—* et au-dessous, les corémies 
manquent ou sont en petit nombre; a partir de la concentra- 
tion 4.10—-*, elles se produisent en abondance. La concentration 
minimum d’aneurine permettant la formation abondante de 
corémies bien différenciées du Spherocybe est donc 4.10-°. 


* 
xx 


Ainsi, la production des corémies du S. concentrica est liée a 
la présence, dans le milieu de culture, d’une quantité suffisante 
d’ancurine, que la molécule d’aneurine soit offerte toute consti- 
tuée au champignon, ou que l’on mette 4 la disposition de celui-ci 
un mélange des deux constituants de cette vitamine, pyrimidine 
et thiazole. Partant de 1a, nous avons tenté d’obtenir la production 
des corémies dans un milieu renfermant de la pyrimidine mais 
dépourvu de thiazole, en associant au Sphxrocybe un champignon 
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producteur de thiazole [4]. Déja MM. Miller et Schopfer [44], en 
associant sur des milieux synthétiques, sans facteurs de crois- 
sance, une levure rouge (Rhodotorula rubra) et une Mucorinée 
(Mucor ramannianus), avaient obtenu le développement normal de 
ces deux champignons qui, cultivés séparément, exigent, pour se 
développer, le premier de la pyrimidine, le second du thiazole. 
Ces auteurs en concluent que chacun des partenaires fournit a 
l’autre le constituant manquant, Rhodotorula rubra synthétisant le 
thiazole et Mucor ramannianus la pyrimidine. « II s’agit donc, 
écrivent-ils, d’un cas parfaitement caractérisé de symbiose arti- 
ficielle, conditionnée par les facteurs de croissance. » 

Nous inspirant de cette expérience, nous avons cultivé simulta- 
nément, sur un milieu synthétique dépourvu de thiazole, Rhodo- 
torula rubra et Spherocybe concentrica, avec |’espoir que le 
thiazole synthétisé par la levure entrainerait, en présence de 
pyrimidine, la formation des corémies de la Stilbacée. Les résul- 
tats de l’expérience se sont montrés conformes a cette prévision. 

Aprés tatonnements, nous avons adopté le milieu de culture 
suivant, également favorable 4 la croissance des deux champi- 
gnons : 


ASPATA SING sae. on cit) cowie: meee oh eh eee ome eee 0,250 ¢ 
SO, Mgeel HO Sash ct Scere © Pee eee 0,50 g 
SOiNG5, AOC OLS) Sitch) yen cue ciece. striate elie men Be 0,40 g 
INGA Soe SUP OO cubis aes ao IP oO Oho. chore wale 0,40 g 
BO PREG eet cue tel hemes <5 oi cena chm a ee 0.40 g 
LOL NO) Pe ar eee a Pee a Re Ree Oh Aura tie ae Slay SukS © Gime 0,40 g 
Tartraté neutresdexske< an Slag, act ee cera 0,40 g 
HOC] hire eet, ts bea. bo Cea ere, per eee ce Traces. 
GIN COSC2 Siete coe 6) Sule: pel Sec, Rede ae eee 24g 
eV aMlerOl Recor alant ol Mimo Gee ids eh ENG 3 YO Bo < Sharon 1 mg 
Gélose lavéery (hs vy cen et G he Me ea eras oe nee 45 ¢ 
Hausbidistilleete wei, ayo ee ace Loe eee ee ee ee 1 000 g 


Les cellules de la levure et les conidies du Spherocybe ont été 
ensemencées soit en mélange, en un point unique du tube de 
culture, soit séparément, en deux points distants de quelques cen- 
timétres, sur une méme plaque de gélose coulée en boite de Petri 
ou en boite triangulaire de Pinoy (2). Dans le premier cas, la 
levure se développe d’abord, formant une belle colonie rouge, a 
la surface de laquelle le mycélium du Spherocybe ne tarde pas a 
apparaitre ; ce mycélium développe, au bout de quelques jours, 
des corémies, sous forme d’aiguillons bruns a pointes jaunes qui 
s’épanouissent en une téte jaune virant au vert au moment de la 
sporulation. Dans le second cas, les colonies des deux champi- 
gnons, par suite de leur croissance, progressent l’une vers l’autre ; 


(2) La culture de Rhodotorula, utilisée dans ces expériences, est due 


4 lobligeance de M. Schopfer, & qui nous adressons nos tres vifs 
remerciements, 
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quand le Sphzrocybe n’est plus distant de la levure que de 1 mm 
environ, son mode de végétation change; le mycélium devient 
duveteux dans la région de la colonie la plus proche du Rhodo- 
torula. Enfin, quand les deux colonies se rejoignent, des corémies 
typiques se développent, suivant le mode ordinaire, tout le long 
de la ligne oti la jonction s’est accomplie (fig. 6 et 8 de la planche). 
Dans les cultures témoins, ot chacun des deux champignons est 
cultivé isolément a |’exclusion de l’autre, le R. rubra se développe 
normalement, et le Sphexrocybe croit sous forme de mycélium 
stérile, sans trace de corémies. 

On peut en conclure que, dans les conditions de ]’expérience, 
le Spherocybe, a partir du thiazole synthétisé par la levure rouge 
et de la pyrimidine présente dans le milieu, réalise la synthése de 
Yaneurine en quantité suffisante pour assurer une production nor- 
male de corémies. IJ] s’agit 14 d’un cas de symbiose morphogéne, 
oti l’un des deux partenaires fournit a l’autre Je produit nécessaire 
a sa fructification. 

Dans cette expérience, la culture en symbiose avec le Rhodo- 
torula détermine Ja formation des appareils conidiens du Sphero- 
cybe. Nous nous sommes demandé si la symbiose ne pourrait pas 
favoriser de méme la production de formes parfaites de fructifi- 
cation. Pour le vérifier, l’un de nous [9] s’est adressé au Sordaria 
fimicola, Sphériale qui, d’aprés MM. Lilly et Barnett [4], aurait 
besoin, pour produire ses périthéces, de divers facteurs de crois- 
sance (biotine en particulier). Ce champignon, conservé au labo- 
ratoire sur un milieu synthétique ne contenant comme seule vita- 
mine que de l’aneurine a la concentration de 1.10—*, produit sur 
ce milieu des périthéces nombreux renfermant des asques et des 
ascospores murs (3). 

Le milieu de culture suivant, réparti en boites de Petri, a c¢té 
adopté : 


SO MM om iH Olmeat cman nit erm (atc sfiew sca olive 0,5 g 
$0,Na,, 40H,O eh ce Ee Cece WO De SRNR CT gO Cie acetone tom Cgc) 0,5 g 
NOSKC ME. eI IE Chai nerie me A Po eOR Me eves oper chief 0,5¢ 
IORI TOURS GIs 6 6 6 6 oS Ob Oo SO oo 0,5 g 
PO,KH, Bee BF) <a, OI eR Tm re Ce Coat ee 0,5 g 
(DEO ie adam ie ide Gude ie bab he UO OUR BNRASS one CAIG Ics (Once ane 0,5 ¢g 
Me Clmsaarts a ctemerd sy emal tue tome eon tan et lo abet ase Traces. 
Glicoserpursanhy.dve) acute teins aeons oe 15 g 
(FEIGSCLIAY COm mri ast se yusu slascauie (eytemis. cess sh tect 6b 15 g 
Eau bidistillée dans le verre pyrex.........-.- 1 000 g 


Le Sordaria fimicola et le Spherocybe concentrica sont ense- 
mencés sur ce milieu suivant deux lignes distantes d’environ 2 cm. 


(3) Dans ces conditions de culture, on peut supposer que la gélose 
du milieu fournit de la biotine en quantité suffisante pour permettre, 
en présence d’aneurine, la fructification du champignon. 
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Un certain nombre de boites de Petri témoins ne sont ensemencées 
qu’avee un seul des deux champignons. 

Dans toutes les boites ou les deux champignons sont en pré- 
sence, le mycélium du Sphxrocybe, lorsqu’il arrive au contact 
du Sordaria, devient duveteux et ne tarde pas a produire les 
corémies typiques, qui se développent selon le mode ordinaire. 
Pendant ce temps, le Sordaria croit abondamment en un mycé- 
lium qui se pigmente fortement en noir au contact et au voisinage 
immédiat du Spherocybe. On observe également, en dehors de la 
zone de contact, la formation de points noirs qui semblent étre des 
ébauches de périthéces. Dans une seule boite de Petri, il y a eu 
formation de périthéces contenant des asques et des ascospores 
murs. Dans les boites ot! le Spherocybe est cultivé seul, le.mycé- 
lium se développe abondamment, donnant un thalle a surface 
brune, mais les corémies font toujours totalement défaut. Dans 
les boites témoins ot le Sordaria est cultivé seul, il ne manifeste 
qu'une trés faible croissance, en développant lentement un mycé- 
lium peu abondant, qui n’est jamais pigmenté. Méme aprés 
soixante jours de culture on n’observe pas la formation de points 
noirs. 

Dans les cultures associées des deux champignons, le Sphxro- 
cybe fournit au Sordaria les facteurs nécessaires a Sa croissance, 
a’ sa pigmentation, et, éventuellement, au développement de ses 
formes parfaites de fructification, et lui-méme produit ses coré- 
mies, sous l’action des vitamines élaborées par la Sphériacée. De 
nouvelles épreuves seront nécessaires pour préciser la nature des 
facteurs en cause. 

Ces deux derniéres expériences fournissent des exemples de 
symbiose morphogéne, ou l’un des partenaires procure a l’autre 
les produits nécessaires a sa fructification. 

On connait, dans le régne végétal, de nombreux exemples de 
biomorphoses en liaison avec des phénoménes de symbiose : 
formation de nodules radicaux ou foliaires chez les plantes asso- 
ciées a des bactéries symbiotiques ; particularités morphologiques 
du thalle des Lichens ; racines coralloides des arbres 4 mycorhizes 
ectotrophes ; production de tubercules ou d’autres organes péren- 
nants chez les plantes 4 mycorhizes endotrophes. Des mécanismes 
physico-chimiques variés ont été invoqués en ces cas pour expli- 
quer |]’action morphogéne des organismes symbiotiques. Parmi 
ces mécanismes, l’accroissement de la pression osmotique des 
humeurs de la plante parait, dans certains cas, jouer un réle pré- 
pondérant. C’est ainsi que des graines d’Orchidées, semées sur 
un milieu nutritif faiblement concentré, ne germent qu’en asso- 
clation avec un champignon symbiotique. Mais sur des milieux 
suffisamment concentrés, elles sont. capables de germer sans 
champignon, D’ot la conclusion qu’en culture symbiotique, le 
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champignon agit en saccharifiant l’amidon dans les cellules de 
Yembryon qu'il envahit. Or nous avons constaté, a diverses 
reprises (Magrou et Mariat [8], Mariat {7, 8, 40]) que les semis 
aseptiques de Catileya, en solutions sucrées, prospérent beaucoup 
mieux dans des milieux renfermant certaines vitamines A doses 
convenables : aneurine, pyrimidine, biotine, acide nicotinique, ce 
dernier facteur étant encore actif a de trés hautes dilutions (1.10—°). 
En culture symbiotique, le champignon agit donc vraisemblable- 
ment, non seulement en modifiant l’équilibre physico-chimique 
des humeurs de la plante, mais encore en fournissant 4 son par- 
tenaire, comme dans nos expériences de cultures associées de 
champignons, les facteurs nécessaires A sa croissance et a sa dif- 
férenciation. . 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° Le Spherocybe concentrica. Hyphomycéte nouveau de la 
famille des Stilbacées, ne produit ses corémies caractéristiques 
que sur.les milieux renfermant de l’aneurine (thiamine ou. vita- 
mine B,), ou un mélange des deux constituants de cette vitamine 
(pyrimidine et thiazole). 

2° La concentration minimum d’aneurine permettant la forma- 
tion abondante de corémies bien différenciées est de 4.10—°. 

3° Pour provoquer la fructification de ’ Hyphomycéte, on peut, 
soit introduire dans le milieu de culture de l’aneurine ou un 
mélange de pyrimidine et de thiazole, soit le cultiver dans un 
milieu renfermant de la pyrimidine, mais dépourvu d’aneurine ou 
de thiazole, en l’associant 4 un champignon producteur de ce 
dernier composé (Rhodotorula rubra). Dans ces conditions, les 
corémies se développent le long de la ligne de rencontre des colo- 
nies des deux champignons. ) ah 

4° Le Sordaria fimicola, Ascomycéte de l’ordre des Sphériales. 
lorsqu’on le cultive sur un milieu dépourvu de vitamines, en asso- 
ciation avec le Spherocybe concentrica, donne un mycélium 
beaucoup plus abondant qu’en culture pure, pigmenté en noir, 
semé de points noirs qui semblent étre des ébauches de péri- 
théces, et produisant méme parfois des périthéces contenant des 
asques et des ascospores mars. Dans ces cultures associées, le 
Sphxrocybe, de son cété, développe ses appareils conidiens coré- 
miés. Dans cette expérience, chacun des deux partenaires fournit 
a l’autre Jes produits nécessaires 4 sa fructification. 

5° Deux. conclusions générales se dégagent de ces diverses 
constatations. Elles concernent, en premier lieu, l’action morpho- 
gene que les vitamines exercent sur certains champignons, en 
second lieu, le réle éventuel joué, dans les associations symbio- 
tiques, par les vitamines que les deux partenaires peuvent mutuel- 
Jement se fournir 
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PLANCHE 


Fic. 14. — Un groupe de corémies mutres de Sphzxrocybe concentrica. 
Gross. : X 8. Cliché Jeantet. 


Fic. 2a 5,7. — Colonies de Sphzrocybe cencentrica sur divers milieux gélosés, 
montrant fa formation des corémies en présence d’aneurine : 2, milieu 
minéral non sucré; 3, milieu minéral glucosé 4 15 p. 1000; 4, milieu minéral 
glucosé + acide indole-8-acétique (10 — 9); 5, milieu minéral glucosé + aneu- 
rine (4,88 mg par litre); 6, milieu minéral glucosé + acide indole-f-acétique 
(10 — 9) + aneurine (1,88 mg par litre). Gross. : = 2 pour toutes les figures. 
Clichés Jeantet. 


Fie. 6. — Colonies associées de Spherocybe concenirica (en bas) et de Rhodo- 
torula rubra (en haut). Les corémies stipitées a téte sphérique du Spherocybe 
se sont différenciées le long de la ligne ot le contact s’est établi entre les 
deux colonies. Gross. : X 4. Cliché Manigault. 


Fic. 8. — Détail plus grossi de la figure 6, montrant, au centre, un groupe de 
jeunes corémies, a téte jaune, de S. concentrica. De part et d'autre et au- 
dessous de celles-ci, corémies mures 4 téte verte. Gross.: & 9. Cliché 
Manigault. 
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CULTURE SYMBIOTIQUE 
DE LA POMME DE TERRE EN MONTAGNE. 
CONSTITUTION DE LIGNEES PURES (’). 


par J. MAGROU, G. SEGRETAIN, J. BOUGET et P. SCHMIDT. 


(Institut Pasteur. Service de Mycologie et Physiologie végétale.) 


Afin de montrer qu’il existe une relation entre l’action favori- 
sante de la montagne et la symbiose mycorhizienne, des cultures 
de Pommes de terre furent entreprises en 1933 dans les montagnes 
pyrénéennes des environs de Bagnéres-de-Bigorre. Les pieds de 
Pomme de terre issus de graines et cultivés dans des champs 
situés entre 1 000 et 1 500 m d’altitude, ot abondent les plantes 
& mycorhizes, produisent un grand nombre de tubercules et con- 
tractent une symbiose durable. Dans ces conditions de culture, il 
existe chez ces plantes une corrélation entre la symbiose mycorhi- 
zienne et la tubérisation ; en effet, lun de nous a montré que cer- 
taines plantes, exceptionnellement non tubérisées, s’étaient affran- 
chies de la symbiose [4]. 

Les terrains les plus favorables a4 la culture symbiotique de la 
Pomme de terre sont caractérisés par des associations végétales 
trés spéciales qui constituent la riche flore de la belle chataigne- 
raie [2]. Au Courtalet, prés de Bagnéres, dans un tel terrain, des 
tubercules ayant les dimensions de tubercules ordinaires, sont 
obtenus a partir de plantes de semis [8]. Replantés dans les mémes 
terrains 4 mycorhizes, ces tubercules fournissent en abondance 
de gros tubercules secondaires, qui donnent de bons rendements 
dans les terres de la région. 

Cependant, dans les plantes issues de semis d’une variété 
donnée, on constate un certain manque d’homogénéité ; en effet, 
en vue d’obtenir des types nouveaux, les sélectionneurs ont soumis 
la Pomme de terre 4 de nombreux croisements, si bien que la plu- 
part des variétés actuelles de cette espéce sont hétérozygotes. La 
reproduction par semis de graines fait donc apparaitre, dans la 
descendance d’une variété, des types nouveaux et des retours aux 
caractéres ancestraux que prévoit la loi de Mendel. 


(*) Ce travail, effectué sous la direction de M. Magrou, n'a pas été 
rédigé de sa main. 
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Afin d’éviter cette variation, nous cherchons a obtenir depuis 
1942 des lignées pures de Pomme de terre, dont les caracteres, 
tant du feuillage que de l’appareil souterrain, soient fixés. Dans 
cette sélection, 4 chaque génération, nous nous référons au type 
botanique de la variété originelle, et nous cherchons 4 nous rap- 
procher de ce type ou a l’améliorer. Donc, a chaque génération, 
nous choisissons dans la population obtenue par semis des indi- 
vidus se rapprochant du type originel et les graines, provenant 
des baies récoltées sur ces individus, donnent par semis la géné- 
ration suivante. Bien que la Pomme de terre soit considéréc 
comme autoféconde, nous avons pratiqué Ja pollinisation a 
cielle pour éviter tout apport de pollen étranger. 

Cette étude est particuliérement longue, car la producucr de 
baies et de graines est fort capricieuse chez la Pomme de terre. 
Malgré cela, en partant de plusieurs variétés de Pomme de terre. 
la quatriéme génération a été atteinte. La cinquiéme génération 
est obtenue a partir des variétés « Deodara » et « Up to date » et 
les caractéres des deux lignées qui en sont issues commencent a 
se fixer. Enfin, en partant de graines de la variété « Pepo », la 
septiéme génération a été cultivée en 1950, et, depuis la cinquiéme 
génération, les caractéres de cette lignée sont remarquablement 
fixés. Des plantes issues de semis de graines. de cette septiéme 
génération et, aprés repiquage, cultivées en montagne, dans des 
conditions normales, ont. donné jusqu’é 1 kg de tubercules par 
pied. En partant de ‘la variété « Pepo », nous avons done obtenu 
une lignée pure de Pomme de terre, dont le rendement en culture, 
a partir de graine, continue a étre ‘excellent. 
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” ESSAIS DE LOCALISATION DES PHOSPHATASES 
DANS LES TISSUS DE PELARGONIUM ZONALE 


par P. MANIGAULT. 


institut Pasteur. Service de Mycologie et Physiologie végétale.) 


Nous: avons poursuivi, depuis plusieurs années, grace aux 
conseils et a Paide de J. Magrou [4], une étude de l’action d’agents 
physiques sur les tumeurs expérimentales que l'on. obtient en 
inoculant.une culture d’Agrobacterium tumefaciens dans l’entre- 
neeud d’une tige de Pelargonium zonale. Pour essayer de mieux 
comprendre cette action, il nous a paru nécessaire de reprendre, 
aprés bien des auteurs, l’étude des réactions histochimiques. de 
la tumeur et des tissus connexes au cours des trois étapes de son 
développement : latence, précancérisation et cancérisation défini- 
tive. Nous avons retenu un fait : c’est l’absence d’amidon dans les 
tissus. tumoraux. Le phénoméne est. constant et s’observe’ aussi 
bien dans les tissus de la tumeur se développant librement que 
dans. ceux d’une tumeur dont la croissance est définitivement 
arrétée par l’action d’un champ magnétique. Grace au concours 
de J. Blass [2]; il a été possible de préciser que les oses libres (ou 
combinés). sont les mémes dans les tumeurs et les tissus sains. 
Nous avons noté, comme d’autres auteurs, que les tissus tumo- 
raux étaient plus riches en azote et en phosphore que les tissus 
sains. Nous avons pensé alors qu'il y avait intérét a préciser 
liactivité et la localisation des phosphatases dans ces tissus. Il] 
nous a été facile de constater, par des dosages sur des broyats de 
tissus, que l’activité de l’enzyme varie de la base au sommet de 
la plante, mais qu’elle est beaucoup plus grande au niveau de 
Véntre-neeud qui porte la tumeur en évolution que dans n’importe 
quel autre entre-nceud. 3 

En se référant aux travaux de Yin [8], nous avons abordé ]’étude 
sur coupes de la distribution des phosphatases. La méthode de 
Gomori [4] consiste a rendre visible le phosphate précipité au 
cours de l’action enzymatique en le transformant en un sel noir 
grace a une réaction secondaire (sel d'argent, de cobalt, de 
plomb). I] est indispensable d’effectuer des réactions identiques 
sur des coupes, servant de témoins, sans substrat, ou aprés des- 
truction de l’enzyme. La présence de sels de. calcium est une cause 
d’erreur. On pourrait les éliminer comme |’indique Yin [2], a 
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condition de chercher seulement a situer les phosphatases 
«acides » a pH= 6. 

Mais les tannins, qui sont abondants et précoces dans les tissus 
que nous avons étudiés, adsorbent énergiquement tous ces sels 
métalliques. Et, comme l’a démontré Michel Durand [5], « la 
nature colloidale des tannins et la structure micellaire des éleé- 
ments des tissus végétaux font que l’adsorption est si énergique 
qu’aucun des solvants usuels ne permet d’extraire la totalité des 
tannins ». 

Nous avons songé a employer la méthode de Menten, Junge et 
Green (6]. Le substrat est un naphtol phosphate de calcium. L’en- 
zyme précipite le phosphate et libére le naphtol. On s’efforce de 
rendre visible ce dernier sur place par l’action d’une amine dia- 
zotée qui donne un précipité rouge soluble. M. Bagot, — que 
nous remercions sincérement —, a bien voulu nous préparer ces 
réactifs. Ils sont peu stables, et doivent étre préparés peu de 
temps avant ]’emploi. Le naphtol phosphate de calcium est peu 
soluble. Les composés phénoliques présents dans la coupe ren- 
dent la réaction difficile 4 lire, méme en comparant une coupe 
ayant été au contact du substrat avec une coupe dont on a détruit 
enzyme. 

_Enfin, nous avons essayé la technique de Bourne [7] mise en 
valeur par une étude critique de la détection histochimique des 
enzymes faite par Lison [8]. L’incubation des coupes se fait dans 
le substrat de Gomori {9} additionné de 0,01 p. 100 d’alizarine 
sulfonate de soude (rouge d’alizarine S). Le phosphate de calcium 
libéré donne, avec l’alizarine sulfonate de soude, une laque rouge 
calcique, Le réactif ne doit pas colorer le fond. On doit toujours 
effectuer un contréle en employant une solution sans glycérophos- 
phate. Nous avons essayé, en outre, de situer les tannins sur la 
coupe avant traitement par des photomicrographies en infra- 
rouge en cherchant a utiliser ’absorption connue des tannins dans 
cette partie du spectre (Bawden). Il semble bien que les cellules 
riches en tannins soient aussi des cellules douées d’une phospha- 
tase active. Nous nous proposons de lever cette indétermination 
par l’emploi du glycérophosphate radioactif. La méthode auto- 
radiographique de Bellanger et Leblong {10] permet de situer sur 
une couche d’émulsion photographique, qui recouvre la coupe 
elle-méme, la trace du phosphore marqué, alors qu’une coloration 


a posteriori des tissus sous-jacents permet de déceler l’emplace- 
ment des tannins, 
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SUR LES VARIATIONS SECTORIELLES 
DES COLONIES DE 7ORULOPSIS NEOFORMANS 


par E. DROUHET et M"* M. COUTEAU. 


(Institut Pasteur. Service de Mycologie et Physiologie végétale.) 


L’étude de Legroux et Magrou, en 1920 [4], sur « ]’état orga- 
nisé des colonies bactériennes » marque le point de départ de 
nombreuses recherches sur les variations des microorganismes. 
Ces auteurs étudient l’organisation structurale des colonies micro- 
biennes par la technique des coupes histologiques en série, pra- 
tiquées transversalement, aprés fixation. Cette méthode peut 
servir 4 l’étude des variations en secteur des colonies géantes de 
Torulopsis neoformans, levure anascosporée pathogeéne. 

A partir de colonies légérement bombées, blanches, puis jau- 
ndtres, de consistance crémeuse, correspondant au type smooth, 
et par repiquages successifs sur le milieu maltosé de Sabouraud. 
on obtient sur des colonies géantes des secteurs du type muqueuz, 
transparents, de consistance visqueuse. A cdté de ces formes en 
secteur, peuvent apparaitre des ilots elliptiques dont les grands 
axes sont orientés suivant les rayons de la colonie. A partir de ces 
secteurs muqueux, sur le méme milieu, on obtient des colonies M 
pures qui, aprés repiquages successifs, out a leur tour présenté 
des variations sectorielles du type S. Ce type S est beaucoup plus 
stable que le type M. Exceptionnellement, la colonie S sur le 
milieu glucosé de Sabouraud peut se plisser en son centre, pre- 
nant l’aspect du type R. L’examen microscopique de suspensions 
de levures dans de l’encre de Chine montre pour le type S des 
cellules de 4 4 6 », de diamétre entourées d’une trés mince capsule, 
ne dépassant pas 1 y, d’épaisseur ; pour le type M, la capsule est 
cnorme, pouvant atteindre 10 y d’épaisseur ; le type R est carac- 
lérisé par l’absence totale de capsules, et par une tendance A la 
filamentation (fausse filamentation). 

En fonction de divers sucres utilisés comme source carbonée, 
la consistance crémeuse du type S présente peu de modifications, 
tandis que la consistance visqueuse du type M change beaucoup, 
allant de celle de colonies gommeuses A énorme capsule (sur mal- 
tose) a celle de colonies coulantes moins capsulées, sur glucose. 
Dans l’ordre suivant, les sucres produisent des colonies moins 
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visqueuses et des capsules moins épaisses : maltose, galactose, 
arabinose, raffinose, saccharose, lévulose, xylose, mannose et 
glucose. La substance capsulaire, qui influence tant la morpho- 
logie des colonies, est constituée de xylose, de mannose et d’un 
acide uronique (2. 

L’organisation structurale des colonies mixtes a été étudiée sur 
coupes en série, pratiquées transversalement. Avant la fixation, 
afin d’éviter le décollement des levures, les colonies ont été cou- 
vertes d’une couche de gélose ; diverses méthodes de coloration 
et réactions cytochimiques ont été utilisées pour mettre en évi- 
dence sur coupe la capsule, la membrane cellulaire, le cytoplasme 
et le noyau, ainsi que les structures polyosidiques. Les secteurs S 
sont formés d’amas de petites cellules trés peu capsulées, tassées 
les unes contre les autres, ce qui explique |’aspect macroscopique 
opaque et la consistance crémeuse de la colonie S. Les secteurs M 
sont formés de cellules espacées, entourées de la substance capsu- 
laire, d’ou la transparence et la viscosité qui caractérisent macro- 
scopiquement ces secteurs. Les cellules du type S ont une remar- 
quable affinité tinctoriale et leur cytoplasme est intensément 
coloré par le Gram et le Giemsa, ce qui masque la présence du 
noyau ; les cellules du type M sont moins fortement colorables 
par les mémes colorants. Dans le type M, on note en plus l’appa- 
rition de grosses cellules de 8 », de diametre, dont le nombre 
augmente considérablement avec Page des colonies, Par la réac- 
tion de Feulgen, ces grandes cellules présentent dans un cyto- 
plasme rose un corps légerement coloré en violet, donc de nature 
probablement nucléaire. Le colorant de contraste, le vert lumiére 
colore fortement les cellules des secteurs S. 

Il nous semble intéressant de rapprocher ces résultats préli- 
minaires des observations de Duguid [8] et de Bunting, Robinow 
et Bunting [4] sur les rapports entre |’élaboration du matériel 
capsulaire et la mise en évidence des corps nucléaires chez les 
bactéries, 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’INHIBITION 
DU VIRUS DE LA MOSAIQUE DU TABAC 
PAR DIVERSES SUBSTANCES TANNIQUES. 
MODE D’ACTION DE CES DERNIERES (°) 


par L. HIRTH. 


(Institut Pasteur. Service de Mycologie et Physiologie végétale.) 


De nombreux auteurs se sont préoccupés de la toxicité d’extraits 
végétaux divers vis-a-vis des bactéries [4], des plantes elles- 
mémes [2], ou des virus végétaux. Nous-méme [8] avons étudié 
Vaction d’extraits divers de Pelargonium zonale sains et tumo- 
raux sur la croissance de la carotte cultivée in vitro et nous avons 
cherché a établir les causes de la toxicité de tels extraits. Nous 
nous sommes demandé si l’étude de l’action éventuelle de ces 
extraits sur le virus de la Mosaique du Tabac ne pourrait nous 
apporter de précieux renseignements. Dés 1925, Duggar et 
Armstrong [4] montraient que l’activité du virus de la Mosaique 
du Tabac était inhibée par des extraits de Phytolacca decandra. 
Depuis lors, les études se multipliérent dans cette direction et de 
nombreux auteurs montrérent alors que les extraits végétaux les 
plus divers pouvaient étre inhibiteurs dans des conditions d’ail- 
leurs trés variées [5, 6, 7], etc. Récemment Manil entreprit une 
série d’études systématiques sur ’activité des extraits aqueux d’un 
grand nombre de plantes [8, 9] appartenant aux groupes végétaux 
les plus divers ; Takahashi [40], B. Kassanis, Kleczkowski [44] 
parvinrent méme 4 isoler, purifier et identifier la ou les substances 
inhibitrices étudiées, 

C’est en nous inspirant de ces méthodes et de ces résultats que 
nous avons entrepris nos travaux sur les extraits aqueux de 
Pelargonium zonale, et ceci afin de préciser les recherches pré- 
cédemment entreprises [8]. 


(*) Ces travaux ont été réalisés dans le laboratoire de M. le Dr J. 


Magrou qui a bien voulu nous accueillir et auquel nous exprimons 
toute notre reconnaissance. 
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I. —- ErupE DE L’acTION D’EXTRAITS DE P. zonale suR LE VIRUS 
DE LA Mosaiove pu Tanac. MATERIEL ET METHODE, 


a) Les extraits de Pelargonium zonale comprennent des extraits 
de liges saines, des extraits de tumeurs (crown-gall), des extraits 
distillés de tiges saines et de tumeurs. Ils ont été faits suivant la 
technique générale indiquée dans notre précédent mémoire 31. 
Apres ajustage des pH des divers extraits a 4,9-5,0, leur teneur en 
acide géraniatannique a été évaluée en employant la technique 
que nous avons mise au point [42] en collaboration avec B. Rybak. 

b) Le virus de Ja Mosaique du Tabac que nous avons utilisé 
provenait d’une souche de l'Institut Pasteur et était utilisé sous 
forme de jus extraits de tabaecs inoculés depuis quinze a vinel 
jours environ. Dans cette premiére série d’essais, nous avons 
employé des jus bruts et des jus purifiés (1). 

ce) L’activité du virus a été mesurée a Vaide du test des lésions 
locales oblenues sur Vicoliana glutinosa (2). 


RESULEATS. 


Dans la premiére série de résultats que nous indiquons ci-des- 
sous, nous avons utilisé un jus de tabac non purifié. 


(1) 15 g de feuilles fraiches de Tabac mosaiqué étaient broyées au 
mortier. Le jus récolté était centrifugé durant quinze minutes a 
6000 t/m. Les jus utilisés bruts étaient employés tels quels. 

Pour la purification, nous avons employé la méthode suivante qui 
nous a été aimablement indiquée par G. Segretain. Le jus préalablement 
centrifugé est additionné d’un volume de phosphate disodique a 
15 g/litre. On laisse reposer une demi-heure, on centrifuge longuement 
4 6 000 t/m. Le surnageant est récupéré et on lui ajoute 1/3 de volume 
de SO,(NH,)? saturé ; il se forme un fin précipité blanchatre. On centri- 
fuge 4 fond ; le surnageant est ¢liminé et le précipité est dissous dans 
6 cm? d’eau bidistillée, puis on ajoute 2 cm*® de SO,(NH,)? saturé ; on 
centrifuge de nouveau et on redissout le précipité de la méme facon 
que précédemment. Ces opérations sont recommencées jusqu’da ce que 
le surnageant soit clair. Quand ce résultat est obtenu, le précipité est 
repris par 15 cm® d’eau bidistillée et mis a dialyser pendant vingt-quatre 
heures contre de l'eau _ )idistillée. 

(2) Voici le détail d'une mesure effectuée : 1 cm® de jus de Tabac 
mosaiqué est additionné de 1 cm® de chacun des extraits a étudier. 
Le témoin est obtenu en ajoutant 1 em® d’eau bidistillée & 1 cm? de 
jus de Tabac. Les pH sont ajustés 4 5. Le contact est maintenu pendant 
quinze minutes & la température du laboratoire. Les feuilles de 
N. glutinosa sont inoculées : la moitié droite avec le virus témoin, la 
moitié gauche avec l’essai. Plusieurs plantes sont inoculées pour un 
méme essai et les feuilles sont choistes de telle facon que les extraits 
A tester occupent toutes les positions en tenant compte de la dispo- 
sition des feuilles sur N. glutinosa. 


aw 
to 
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NOMBRE DE LESIONS 
par demi-feuille (1) 


NATURE DE L'EXTRAIT é penibieee ie 
Témoins Virus + extraits 
P70 non distillex(Divower as uence Cee Clete mES 20 
Pza0vdistillé., pees e0.<. secon mci an Niue Ta mE LO 34 
ae Muncp ly ons cea alas o o-0 wo oo 6 8 LY 46 
PZAEOIStie sy 2 Ps ao ere be arte eee eS 47 


(1) Les chiffres donnés sont des moyennes de trois mesures; il en est de méme pour tous 


les autres tableaux. 
(2) La notation suivante a été employée au cours de cet exposé : Pz 0, Pelargonium zonale 


sain; Pz t, tumeur de Pelargonium sonale (Crown-gal!). 


Les extraits employés dans ce premier essai présentaient une 
nette réaction aux sels de fer et l’évaluation de la teneur en acide 
géraniatannique nous a donné les résultats suivants : Pz O, 
0027p: 100 3 Pz-1,°0,036-p. 100: 

Aprés distillation au demi du volume, les extraits sont ramenés 
a leur volume initial par de l’eau bidistillée. 

La deuxiéme série d’essai, exécutée avec du virus purifié, a 
donné les résultats suivants 


NOMBRE DE LESIONS 
par demi-feuille 


a cea 
Témoins Virus + extrails 


NATURE DE L’EXTRAIT 


PACU a th 6 GO nek Oo Gb be OU 16 
AOTC See ee Hee ange Ome Omg gece encrs ey 23 
Pct Mon Gis tills sys eco oe eeu ce een 38 
Pz; t distllé. sis s « cee aneee o aeatl sation Canes a7 
Les extraits employés contenaient respectivement : PzO, 


0,038 p. 100; Pz t, 0,041 p. 100 dacide géraniatannique. 

Il ressort des chiffres précédents que l’extrait de Pelargonium 
sain non distillé présente une toxicité nette vis-a-vis du virus et, 
en tout cas, parfaitement constante au cours des essais que nous 
avons effectués. Le Pelargonium sain distillé semble présenter 
une toxicilé trés sensiblement moins forte que celle de l’extrait 
non distillé. Quant aux extraits tumoraux, ils semblent dépourvus 
dactivité. Ce résultat est assez facilement interprétable ; Vextrait 
non distillé de Pz O contient des essences dont la toxicité s’avére 
ainsi manifeste. Les 3 autres extraits n’en contiennent pas. Mais 
iL ne faut pas oublier que tous nos extraits contiennent également 
des tannins et que l’action toxique de ceux-ci est connue depuis. 
longtemps [43, 44]; aussi avons-nous cherché a établir le degré 
de toxicité de ceux-ci et leur responsabilité éventuelle dans Vinhi- 
bition du virus par nos extraits végétaux. 
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II. — Inurerrion pu virus pe LA Mosaiour pu Tanac 
PAR LES TANNINS. 


A. CoMPARAISON DE LA TOXICITE DE L’ACIDE TANNIQUE: ET DE 
. L’ACIDE GERANIATANNIQUE. — Nous avons alors entrepris de com- 

parer l’activité de l’acide tannique pur a I|’éther du commerce 
avec l’acide géraniatannique que nous avons extrait et purifié 
nous-méme (3). La purification de Vacide géraniatannique que 
nous avons effectuée ne nous permet pas d’affirmer que notre 
produit est absolument pur. Freudenberg [45] indique, en effet. 
que chaque tannin doit étre purifié par des méthodes qui lui sonl 
particuliéres. L’acide géraniatannique n’ayant pas fait l’objet, a 
notre connaissance, d’étude systématique, nous avons employé une 
méthode voisine de celle qui sert a préparer l’acide tannique du 
commerce. ‘Le corps obltenu dans ces conditions a l’aspect de 
paillettes brun rouge. Il est facilement soluble dans l’eau (surtout 
a chaud), sa solubilité est méme plus grande que celle de l’acide 
lannique. Le pH d’une solution d’acide tannique a 1 p. 100 est 
de 3,8; celui d’une solution d’acide géraniatannique 4 1 p. 100 
de 3,3. 

Dans tous nos essais, les pII des diverses solutions tanniques 
ont été ramenés a 5. 

Les résultats de nos mesures sont résumés par les chiffres sui- 
vants ; ils ont été effectués avec du virus purifi¢. 


NOMBRE DE LESIONS PAR DEMI-FEUILLE 
a 


Témoins Virus + solution tannique 
1 p.400, . . 36 A 
es UD BH 12 
Concentration 0,25 p. 100. . 55 40 
en acide Opi OD gas ti 73 
tannique. 0,05 p. 100. . 83 85 
0,025 p. 100. 65 68 
0H foe GUD, 2 On 66 
Concentration Hr ACW) sha a} 2 
en acide 0,5 p.100.. 46 30 
géraniatannique. ( 0,25 p. 100. . 34 30 


(3) Nous avons employé la méthode indiquée dans un _ précédent 
mémoire [12] en y apportant quelques modifications. Les poudres ont 
toujours été laissées vingt-quatre heures au contact du mélange extrac- 
teur ; l’extraction n’a pas eu lieu 4 chaud, afin d’éviter l’oxydation 
des tannins. Toutes les distillations ont été opérées dans le vide a 26°. 
Le produit séché est redissous dans un mélange acétone-eau (H,O 
30 p. 100) filtré, évaporé dans le vide, puis repris par l’eau bouillante, 
filtré et évaporé de nouveau dans le vide. Les produits ainsi obtenus 


ne contiennent pas d’azote. 
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I] ressort de ce tableau que 

1° Aux fortes concentrations, l’acide tannique et Vacide géra- 
niatannique semblent avoir une toxicité comparable. 

2° Aux concentrations plus faibles, acide tannique se montre 
plus toxique que l’acide géraniatannique, qui se montre inactif a 
la concentration de 0,25 p. 100, alors que Vacide tannique cesse 
toute action nocive a la concentration de 0,05 p. 100. 

3° Nous voyons également que les concentrations de nos extraits 
en acide géraniatannique sont trés sensiblement inférieures aux 
pourcentages toxiques de ce méme acide. Il semble done vraisem- 
blable que la toxicité de PzO non distillé soit due surtout aux 
essences. Quant a la tonicité, légére d’ailleurs, de PzO distillé, 
elle pourrait étre due & une substance, du reste inconnue, dont 
nous avions Jaissé prévoir l’existence dans nos travaux précé- 
dents, quoiqu’elle se manifeste avec sensiblement moins de net- 
teté dans le cas présent que vis-a-vis des cultures de carotte. 

Ces résultats nous ayant permis de constater a la fois la toxicité 
des tannins et aussi le fait que cette toxicité ne semblait pas égale 
pour tous, nous nous sommes demandé a quelles causes pourrait 
étre imputée cette toxicité. 


B. ErupE COMPARATIVE DE LA TOXICITE DE L’ACIDE TANNIQUE ET 
DE L’ACIDE GALLIQUE. — L’acide tannique a |’éther et acide géra- 
matannique appartiennent 4 la catégorie des tannins galliques (ils 
donnent une coloration bleue avec les sels de Fer) ; ils donnent, 
en effet, 4 Vhydrolyse de Vacide gallique et des hexoses. Nous 
avons songé alors que la toxicité des composés tanniques étudiés 
était peul-étre due a acide gallique. Nous avons done entrepris 
de comparer inhibition du virus de la Mosaique du Tabac 
provoquée, dune part, par l’acide tannique et, d’autre part, par 
Vacide gallique. Les essais ont été effectués & pH 5 dans les 
conditions habituelles avee du virus non purifié (4). 

Les chilfres ci-dessous résument les résultats obtenus 


NOMRRE DE LESIONS PAR DEMI-FEUILLE 
a 


Témoins Virus + solution étudiée 
Concentration (2p. 4100. 204 9 
en acide tannique. (1 p. 100. 163 65 
Concentration 2p. 100. 4190 188 
en acide gallique. (4 p. 100. 4158 454 


De l’examen de ces chiffres, deux choses ressorient avec netteté : 
1° L’acide gallique n’est pas toxique, ce qui d'ailleurs n’est 


(4) Le pH de la solution tannique i 2 p. 100 est de 3,3 et celui de 
Vacide gallique 4 2 p. 100 est de 3,5 
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pas surprenant ; en effet, l’acide gallique est connu comme pou- 
vant étre un aliment pour les végétaux et, d’autre part, les 
travaux de True et Hunkel [46] et ceux de Chrysostom {47} 
tendaient a démontrer que acide gallique n’était pas toxique 
pour les racines de Lupinus albus. 

2° La comparaison des résultats obtenus fait ressortir qu’en 
apparence, |’acide tannique est moins toxique dans la deuxiéme 
série d’expériences que dans la premiére. Ce résultat nous a 
permis de faire une remarque : la contradiction n’est qu’appa- 
renle ; elle signifie seulement qu’il n’est pas indifférent, quand 
on étudie laction inhibitrice d’extraits végétaux ou de substances 
défimes, d’employer un virus purifié ou non. En effet, comme 
chacun sait, les tannins et les alcaloides forment des complexes 
insolubles ; quand effectivement on estime a l’ceil l’intensité du 
précipité qui se forme au moment de l’adjonction du tannin au 
jus contenant le virus, on voit qu1l est beaucoup plus intense 
avec le jus brut qu’avec le jus purifié : une partie appréciable 
du tannin se combine avec la nicotine et est ainsi soustraite au 
milieu. I] nest done nullement indifférent, comme on le fait trop 
souvent en étudiant les extraits végétaux, d’employer du jus 
purifié ou non de Tabac virosé : l’effet inhibiteur d’un extrait 
peut étre masqué par une combinaison préférentielle de |’ élément 
toxique avec certaines substances des jus de Tabac. 

Intéressé par ces résultats, nous nous sommes alors demandé 
sil ne serait pas possible d’établir un rapport entre la toxicité 
des tannins et Jeur constitution chimique. 


C. ErupE DU POUVOIR INHIBITEUR DE QUELOUES TANNINS GALLIQUES 
ET PyROcATECHIQUES. — D’aprés Meunier et Jamet [48], on peut 
classer Jes tannins en tannins galliques faiblement polymérisés 
et en tannins pyrogalliques fortement polymérisés ; nous nous 
sommes alors attaché & comparer entre eux ces deux groupes 
de tannins. 

Ayant déja étudié lacide géraniatannique, nous nous sommes 
adressé aux tannins du Thé comme nouvelle substance gallique 
et A ceux de |’Aubépine et du Marronnier d’Inde comme tannins 
pyrocatéchiques. Tous trois ont été extraits et purifiés par le 
procédé indiqué plus haut. Le tannin du Thé a un aspect sem- 
blable a celui de l’acide géraniatannique ; quant aux tannins 
pvrocatéchiques, ils se présentent sous une forme pulvérulente, 
légére, et de couleur grise ou brune. 

Le tannin du Thé donne a chaud des solutions brunes, limpides, 
mais par refroidissement, il se forme un précipité extrémement 
abondant dont. une bonne partie adhere fortement au_ récipient 
qui contient la solution ; le tannin du Thé est done peu soluble 


4 froid. Une solution a 1 p. 100 de ce tannin a un pH de 4. 
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Les tannins du Marronnier et de Jl’Aubépine apparaissent 
comme relativement solubles. A chaud, les solutions sont lm- 
pides, a froid, il se forme un léger trouble comparable pour les 
deux substances envisagées et beaucoup moins intense que pour 
le Thé. Le pH de la solution de tannin du Marronnier a 1 p. 100 
est de 4,7; celle de l’Aubépine est de 4,5. 

Nous avons alors étudié la toxicité de ces trois nouveaux 
tannins par le procédé habituel avec des solutions ramenées a 
pH 5 et en présence de virus purifié. Les chiffres ci-dessous 
résument les résultats obtenus 


NOMBRE DE LESIONS PAR DEMI-FEUILLE 
a eee a 


Témoins Virus + solution tannique 
Tanninidw Th6 a dip. 100s seen eet moe 30 
Tannin du Théa0,5 p. 100... . 65 36 
Tannin du Marronnier 41 p. 100. 65 45 
Tannin du Marronnier a 0,5 p.100. 70 60 
Tannin de l’Aubépine 4241p. 100. 70 45 
Tannin de l’Aubépine 40,5 p. 100. 74 60 
Acide tannique 421 p.100.... 67 4 
Acide tannique 40,5 p.100 ... 42 5 


De ]’étude des chiffres précédents, nous tirons les conclusions 
suivantes 

a) Lacide tannique est beaucoup plus toxique que les autres 
tannins étudiés ; 

b) Par comparaison, l’acide géraniatannique, quoique moins 
toxique que l’acide tannique, l’est plus que ceux du Marronnier, 
de l’Aubépine et du Thé ; 

c) Les tannins du Thé, du Marronnier et de l’Aubépine pré- 
sentent des toxicités & peu prés semblables et relativement assez 
faibles, quoique nettes. I] est A remarquer d’ailleurs que Je tannin 
du Thé présente une toxicité a peu prés égale aux concentrations 
de 1 p. 100 et de 0,5 p. 100. Ceci peut s’expliquer par la faible 
solubilité du tannin du Thé a froid. Il est alors a cette con- 
centration de 0,5 p. 100 plus toxique que les tannins pyrocaté- 
chiques. 

En résumé, compte tenu de la faible solubilité du tannin du 
Thé, et pour les substances que nous avons étudiées, les tannins 
pyrocatéchiques nous apparaissent comme moins toxiques que les 
tannins galliques. Ceci est d’ailleurs en accord avec d'autres 
observations : c’est ainsi que si l’on éprouve des difficultés ou 
des impossibilités a cultiver in vitro les tissus de Chéne ou de 
Pelargonium {49, 3], et si les tannins de ces deux végétaux se 
montrent toxiques, les observations de Morel [20] ont montré que 
les tanuins de |’Aubépine n’entravaient en rien la croissance des 
tissus de cette plante cultivée in vilro. 
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L’étude de ce phénoméne général, quoique varié dans ses mani- 
festations, qu’est Vinhibition du virus de la Mosaique du Tabac 
par les tannins, nous a conduit & nous demander quel pouvait 
étre le mécanisme d’action de ces derniers. 


III. — ErubE DES CAUSES DE L’ ACTION INHIBITRICE 
EXERCEE PAR LES TANNINS SUR LE VIRUS DE LA Mosaioue pu Jas\c. 


L’on sait que l’action toxique des tannins a élé souvent inter- 
prétée comme le résultat soit de leur action anti-oxygéne, soit 
de leurs propriétés tannantes. Beaucoup de tannins forment, en 
effet, des complexes imputrescibles avec les protéines. Or, il est 
difficile d’admettre que les propriétés anti-oxygéne des tannins 
puissent étre rendues responsables de V’inhibition du virus de la 
Mosaique du Tabac. Il est plus vraisemblable de penser qu’il 
s’agit d’une association complexe entre le tannin et cette nucléo- 
protéine anormale qu’est le virus de la Mosaique du Tabac. Nous 
sommes alors parti de Vidée que Vinhibition du virus était due 
4 la combinaison entre ces subtances acides que sont les tannins 
et la protéine spécifique présente dans le virus : la partie 
nucléique du virus ne serait pas affectée par la présence du 
tannin. Pour étayer cette hypothése, nous avons donc entrepris 
les expériences suivantes : 

a) Une solution d’acide tannique a 1 p. 100 est additionnée 
volume a volume d’une solution d’acide ribonucléique de levure 
purifié. Nous avons fait varier les pH entre 2 et 9, et nous 
n’avons jamais obtenu de précipité; au fur et a mesure que le 
pH s’éléve, la coloration de la solution passe de jaune clair au 
rouge orangé et au brun, colorations que l’on obtient en élevant 
le pH dune simple solution d’acide tannique. Tout porte done 
a croire qu’aucune combinaison, ou tout au moins qu’aucun 
complexe insoluble ne se forme entre acide nucléique et tannin. 

b) Par contre, si nous faisons les mémes expériences avec une 
solution de sérumalbumine de cheval purifiée a la concentration 
de 1 p. 100, nous constatons Ja formation d’un abondant précipité 
en présence d’acide tannique ‘4 1 p. 100 : ce précipité est parti- 
culiérement net 4 pH 4,2. Le liquide est alors d’un blanc crémeux 
trés caractéristique. Si l’on éléve le pH de la solution par adjonc- 
tion de soude N/S, nous voyons qu’a pH 7,% la solution n’est 
plus que trés légérement trouble et qu’elle a pris une coloration 
tirant sur le violet analogue a celle des solutions d’acide tannique 
pur a ce pH. A pil 8.2. toute trace de précipité a disparu et la 
coloration s’est encore accentuée. A pH 9,8 la solution, toujours 
parfaitement limpide, tire sur le brun foncé. Nous avons ainsi 
confirmé les vues de Danielsson [24] qui estimait qu’aux pH 
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élevés (9,4), la solution tannin-protéine contenait les deux consti- 
tuants libres et conservant chacun leur propriétés particuliéres. 
Nous avons alors pensé que si les tannins agissaient en formant 
un complexe, uniquement avec la protéine ‘du virus, la valeur 
du pH devait avoir une action fondamentale sur inhibition du 
virus : aux pll bas, Vinhibition devait étre plus complete qu’aux 
pIL élevés, ott, si nos vues étaient justifiées, le virus devait récu- 
pérer sa virulence. 

Certes. le probleme se complique du fait que les diverses 
souches du virus de la Mosaique ne supportent pas avec autant 
daisance les unes que les autres les élévations de pH. C’est aurisi 
que pour Best [22] la majeure partie du‘ virus de la mosaique est 
inhibée entre pH 8 et 8,9. Bawden et Pirie [23° trouvérent qu’ une 
inhibition trés sensible ne se manifestait guére qua pH 10,5; 
ils trouverent méme & pH 9,8 une curieuse exaltation de la 
virulence, ‘ 

Tenant compte de tous ces faits, nous avons concu ume expé- 
rience qui constitue le point de départ dun travail actuellement 
en cours et destiné 4 préciser, si possible, dans ses deét ails le 
mode daction des tannins sur les virus. 

Quatre solutions ont été ainsi préparées 

1 cm* (une solution d’acide tannique a 1 p. 100 est additionné 
de 1 em® de virus purifié comme il a été indiqué, puis les pH sont 
ajustés. respectivement 4 4,9, 7, 7,9, 8,9 (5). 

Deux lots de Nicotiana glutinosa ont été inoculés, le premier 
comportant, sur Ia partie gauche des feuilles, les solutions aux 
divers pH, la partie droite étant frictionnée avec le jus provenant 
de Vaddition de 1 cm* deau bidistillée & 1 em? de virus purifié 
(pH 6,4): le deuxiéme Jot a eu comme témoin, sur la partie droite 
des feuilles, la solution a pH 4,9 (qui, comme nous Vavons vu, 
devait avo perdu sa virulence), la partie gauche a été inoculée 
avec les solulions aux trois autres pH. Les chiffres suivants 
résument les résultats obtenus. 


NOMBRE DE LESIONS PAR DEMI-FEUILLE 

e TT NNN 
Témoinus 

(Virus pur. + 1 cm* 


H,0) Virus + sol. tannique 


pH auxquels an "ee eel eg = : 
sont ajustées ae8 Sorc jas etnies 40 
les solutions. 8.9 ea ee 50 6 


(5) La solution A pH 4,9 était légerement trouble et A peine colorée. 
Les trois autres solutions sont limpides et ont les colorations ‘caracté- 
ristiques des solutions tanniques aux pH correspondants. 
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NOMBRE DE LESIONS PAR DEMI-FEUILLE 
-  —_— 


Témoins 
(Virus + sol. tannique : Virus + sol. tannique 
pH 4,9) 
DHeauxquels, (70s coe ee 0 5 
SONUSUSLECS eal, Ol eles pened 5 
Lestsolutions snes Oleur-mm ny eeerae 8 


Les résultats de ces premiers essais ne peuvent donner lieu 
a des affirmations d’une nelteté absolue ; cependant, il semble 
ressortir que, dune facon générale, l’acide tannique en présence 
de virus a pH 4,9 est sensiblement plus toxique que lorsqu’il 
est employé a des pH plus élevés, ce qui tend a confirmer nos 
vues ; il apparait également deux choses :' 

a) Une tendance qui aura besoin d’étre confirmée : l’activité 
du virus croit avec le pH dé la solution tannin-virus. Cette crois- 
sance est d’ailleurs assez-légére ; elle apparait cependant comme 
nette, surtout dans le 1° essai. 

b) Le virus ne récupeére pas, et d’assez loin, son activilé totale. 
Ce phénoméne peut dailleurs s’expliquer et fera l’objet de préci- 
sions ultérieures. A pl 7, les travaux déja signalés de Best et 
de Bawden {22, 23] tendent a faire penser que la virulence devrait 
étre égale a celle du témoin, mais a ce pH la dissociation du 
complexe virus-tannin n’est pas compléte et il subsiste done 
cerlainement une inhibition due a l’acide tannique. Aux pH plus 
Gleves, la disparition de Viaction du tannin est compensée par 
Vacuion des ions OH—. Nous sommes done en présence de deux 
actions qui inlerférent en sens opposé et quwil sera bon de 
cissocier. 


Discussion. 


De l’ensemble de ce travail, il ressort 

1° Que Vaction inhibitrice qu’exercent les extraits végélaux 
peut élre due aux causes les plus variées, que les essences, les 
tannins, les substances proléiques, etc., interviennent et qu’en 
conséquence les modes d’action de ces substances sont fort 
différents les uns des autres. I] convient donc, dans une étude 
systématique de multiples extraits végétaux, de s’attacher a con- 
maitre autant que possible les éléments constitulifs importants 
de extrait. Il est méme possible, sinon probable, que l’action de 
certaines substances (comme les tannins) puisse masquer [’acti- 
vilé d’autres substances présentes dans les extraits et dont laction 
passe alors inapercue. 

2° T’étude de Vinhibition du virus de la Mosaique du Tabac 
par divers tannins nous a montré que l’action toxique de ceus-cl 
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n’était pas, dans le cas présent, due a une action anti-oxygene, 
mais ala formation d’un complexe tannin-nucléoprotéine. Il est 
intéressant, d’ailleurs, de remarquer que Lutz [44] signale égale- 
ment la puissante action anti-oxygéne de l’acide gallique ; or, 
celui-ci s’est montré parfaitement inactif sur le virus de la 
Mosaique. Sans vouloir minimiser l’importance des. propriétés 
anti-oxygéne des tannins, il est permis de penser que ceux-cl 
ont d’autres modes d’action ; il est d’ailleurs bon de rappeler que 
ceux qui se sont montrés peu toxiques pour le virus, le sont 
également peu pour les tissus végétaux cultivés in vitro. Cette 
derniére remarque nous incite a penser que la mesure du degré 
d’inhibition du virus de la Mosaique par les tannins peut repre- 
senter une méthode commode, simple et relativement précise 
d’évaluation de la nocivité de ces derniers. D’autre part, elle 
représente le point de départ d’une recherche des raisons des 
différences de toxicité observées pour les divers tannins étudiés. 
Dans cet ordre d’idées, nous avons déja montré que la présence 
d’acide gallique dans la molécule d’acide tannique n’était pas 
responsable de la toxicité de ce dernier; il est évident que la 
structure moléculaire du tannin doit intervenir dans son pouvoir 
toxique : peut-étre notre méthode d’étude nous permettra-t-elle 
d’apporter une contribution a |’étude de la structure des divers 
tannins et a éclaircir les relations existant entre cette structure 
et leur toxicité. 

3° La derniére partie de ce mémoire nous semble pouvoir cons- 
tituer une hypothése de travail. Markham [24], grace a une 
élégante expérience, parait avoir voulu démontrer que e’était 
surtout la fraction nucléinique du virus qui était responsable de 
sa nocivité. Les résultats que nous avons obtenus tendent a 
démontrer que si un complexe est formé avee la partie pro- 
téinique du virus, la virulence de celui-ci disparait, ou est partiel- 
lement inhibée ; de plus, si ce complexe est dissocié, le virus 
semble pouvoir récupérer au moins en partie son activité. Des 
travaux ultérieurs préciseront ce dernier point. Ceci pourrait 
nous conduire a penser que la partie protéinique du virus est 
peut-étre responsable de la virulence, surtout si nous nous 
rappelons que Knight [25] a montré que les souches de virus de 
la Mosaique du Tabac ayant des virulences différentes, présen- 
taient aussi des différences sensibles dans leur composition en 
acides aminés. Il faut cependant étre trés prudent, car la forma- 
tion d’un complexe insoluble tannin-nucléoprotéine peut faire 
perdre a la molécule de virus ses propriétés infectantes bien que 
la fraction nucléinique n’entre pas, a proprement parler, dans 
la formation du complexe. I] est également possible que les deux 
fractions de la molécule de virus soient toutes deux indispen- 
sables a lactivité de agent pathogéne. | 
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1° L’action inhibitrice des extraits de Pelargonium zonale sains 
ef tumoraux a été étudiée. Les essences sont actives sur le virus 
de la Mosaique du Tabae, les tannins contenus dans les extraits 
tels que nous les avons faits ne le sont pas.’ 

2° L’action de divers tannins ‘sur le méme virus a été envisagée 
{acide tannique, acide géraniatannique, tannins du Thé, du Mar- 
ronnier, de ]’Aubépine) : les tannins galliques sont nettement 
plus toxiques que les tannins pyrocatéchiques. 

3° Le complexe tannin-virus est di a une combinaison avec la 
partie protéinique du virus : il peut étre dissocié a pH 8,2, le 
virus semble alors récupérer sa nocivité. Le mode d’action des 
tannins et le réle de la fraction protéinique du virus dans la 
virulence sont discutés. 
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RECHERCHES, CHEZ LE COBAYE, 
DE LA TRANSMISSION DES ANTICORPS 
ET DU VIRUS APHTEUX DE LA MERE AU JEUNE (!) 


(Institut Pasteur. [Annexe de Garches].) 


par E. LEMETAYER, A. GURSEL et M™° B. VIRAT(*) 


1. — TRANSMISSION DE L IMMUNITE ANTI-APHTEUSE 
DE LA MERE AU JEUNE. 


KGbe (1941) constate que les jeunes veaux, nés de méres vac- 
cinées contre la fiévre aphteuse, possédent une résistance spéci- 
fique 4 linfection comparable a celle des veaux issus de méres 
euéries de la maladie. H. Girard, d’aprés J. Basset, observe un 
fait analogue ; un veau, né d’une mére vaccinée, éprouvé de 
diverses maniéres, témoigne d’une résistance compléte a |’in- 
fection 4]. Tels sant les seuls renseignements que nous fournil 
la bibhiographie sur la transmission de Vimmunité anti-aphteuse 
de la mére au jeune. 

Nos recherches ont porté exclusivement sur le cobaye, seul 
animal nous permettant de multiplier les essais, afin de préciser 
<1 nos connaissances sur la transmission maternelle de limmunité, 
en général, peuvent étre étendues A la fiévre aphteuse. 


PREPARATION D’UN VAGCIN ANTI-APHTEUX. -- Pour réaliser ces 
recherches, nous avons d’abord préparé un vacein anti-aphteux. 
Nous sommes partis d’aphtes de cobayes, conservés depuis cing 
ans dans une solution glycérinée tamponnée [virus O] (2). Aprés 
un certain nombre de passages sur cobaye, nous avons pu, assez 
facilement, faire acquérir a notre virus une activité suffisante. 
A la dose de 0,5 cm? d’une dilution au 250 000° au moins, il était 


(1) Certaines de ces recherches concernant la premiére partie de 
notre mémoire (transmission des anticorps de la mére au jeune) ont 
été exposées en détail dans une thése de Yun de nous, A. Gursel. 
Recherches expérimentales sur la transmission de lVimmunité anti- 
aphteuse de la mére au jeune. Thése de Doctorat Vétérinaire. Paris 1950. 

(*) Nous remercions M' M. M. Gdaniek, aide-technique, de son 
dévoué concours technique A l'occasion de ces diverses recherches. 

(2) Virus qui nous avait été aimablement fourni en 1942 par notre 
regretté collégue et ami, M. Rinjard, directeur du Laboratoire de 
Recherches vétérinaires du ministére de l’Agriculture. 
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capable, inoculé dans le derme plantaire du cobaye, de donner 
une localisation en moins de vingt-quatre heures et une généra- 
lisalion en quarante-huit heures (3). 

Pour préparer notre vaccin, nous inoculons 50 cobayes bar 
piqares intradermiques (4), une soixantaine, effectuées au nivea 
de la face plantaire de la région eee olla cen 
Vingt-quatre heures apres, les aphtes sont prélevés ; nous obte- 
nons ainsi 9,5 g d’aphtes, soit 0,19 ¢ par sujet. Ces aphtes sont 
hachés finement, broyés au mortier avee de la poudre de quartz, 
mis en suspension dans 45 cm* de solution tampon a pH 7,6; 
le tout est ensuite centrifugé a grande vitesse (6 000 tours), durant 
lrente minutes. ‘Le liquide surnageant est recueilli, puis filtré 
sur bougie L3 ; Vactivité du virus avant et aprés filtration est au 
moins de 1/500 000. 

Au virus filtré, nous ajoutons 0,75 cm’ p. 1000 de formol, soit 
7.9 cm® p. 1000 de formol du commerce au dixiéme. Ce virus 
filtré et formolé est mis a l’étuve a 26°-27° pendant quarante-huit 
heures (méthode utilisée déja par H. Vallée, H. Carré et P. Rin- 
jard en 1925 [2]. Par ce procédé nous obtenons divers lots de 

vaccins, toujours avirulents lorsque nous les avons utilisés par 
vole sous-cutanée, donnant parfois, pour certains échantillons, 
une lésion locale légére et fugace lorsque nous les avons injectés 
par voile intradermique, Nous aurions pu, en augmentant légére- 
ment Ja quantité de formol, la durée ou la température de 
Vétuvage, obtenir la détoxication compléte du virus, méme si ce 
dernier était injecté par vole intradermique ; nous ne avons pas 
recherchée, notre vaccin devant étre exclusivement utilisé par voie 
sous-cutanée. 

Par quelques essais, nous nous sommes assurés ensuite de 
Vactivité de ce vaccin, soit en éprouvant les sujets vaccinés, soit 
en titrant le pouvoir neutralisant et le pouvoir préventif du sérum 
de nos vaccinés [8]. De ces essais, effectués comparativement avec 
le vaecin du type Vallée-Schmidt-Waldmann, nous avons pu 
conclure a Jactivilé excellente et méme supérieure de notre 
vaccin. 

A noler que, compte tenu des différences individuelles, Vimmu- 
nisation réalisée avec une seule injection est au moins é¢gale a 
celle obtenue, dans les conditions de nos expériences, avec deux 


(3) Soulignons le fait qu’un virus aphteux, conservé dans un milieu 
glycériné tamponné durant cing années, est resté vivant et que nous 
avons pu assez facilement, aprés quelques passages, lui faire reprendre 
une tres forte virulence. Soulignons également que notre virus ne 
perd rien de sa virulence par la filtration sur bougie L3. 

(4) Opérations grandement facilitées par Vemploi d'un __ porte- 
aiguilles & quatre pointes que nous avons fait fabriquer par la Maison 
Gasselin-Duranton, Paris. 
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injections. D’autre part, nos échantillons de vaccin formolé sans 
alun nous ont donné de meilleurs résultats que les échantillons 
analogues de vaccin que nous avions alunés. Nous avions déja 
fait antérieurement des constatations analogues. 


VACCINATION DES: FEMELLES EN ETAT DE GESTATION. RECHERCHE DE 


L°IMMUNITE DU JEUNE. —- En possession d’un vaccin trés actif, 
TasLeau I. — Sujets issus de méres 


ayant recu une ou deux doses de vaccin durant la gestation. 


| E n sa Z OBSERVATIONS DES JEUNES 
S25 2 es = ae inoculés avec 2 500 D.I. de virus 
sees eS 28 n Es (jours) 
eel Sad) Bhat ele nas 
ae) Pac wae ° 
ne o fer oF 3e 4e Be 6e Te 8s 
4 62.74 4 9 L L G G + 
» 62.94 413 I y: L 0 0 0 0 0 0 
1 » 62.97 14 5 L L 0 0 0 0 0 0 
» 62.98} 44 2 0 0 0 0 L L L L 
» 62.95 413 18 0 0 L L nd 0 0 1) 
Y 62.99 14 30 L 2? 0 0 0 0 0 0 
>) 62 91 42 4/2 ug L Lis 0 0 0 0 0 
2 » 62.92 42 45 ? L 0 0 0 1) 0 0 
» 62.93 42 38 L L 0 0 0 0 0 0 
2 81 81 uy 3 0 ? 0 0 0 0 0 0 
» 81 82 10 0 0 0 0 0 L L 7 
» [84 98] 6 Bo Let EO) OO PRO tent me 
» 8t.99 6 9 0 0 0 0 0 0 0 0 
» 81.85 43 4 ? L 0 0 0 0 0 | 0 
» 81.94 43 6 0 0 (OETH 0 0 0 0 
1 » 81.86 43 13 ) 0 0.0 0 0 0 0 
» 81.87 13 30 0 L 2? 0 0 0 0 0 
» 81 95 13 30 ? L ? 0 0 0 0 0 
» R81 90 4 42 Lb , 0 0 0 0 0 0 
» 81.94 4 35 0 L ? 0 0 0 0 0 
» 62.79 8 35 0 0 0 0 0 0 0 0 
» 62.86 42 31 0 L Ib, 0 0 0 0 0 
» 62.80 8 45 L L 2 0 0 0 0 0 
» 81.83 2 2 0 0) 0 L L 0 0 0 
» 81.84 2 10 L 0 0 0 0 0 0 0 
» 61 84 i 8 1, L L 0 0 0 0 0 
» 62 84 10 42 L ? 0 0 0 0 0 0 
2 » 62.80 13 30 L L 0 0 0 0 0 0 
» 81.92 4 1/2, L L L L 0 0 0) 0 
» 84 89 6 g L L 1b, 0 0 0 0 0 
» 81.93 8 6 Li L 0 0 0 0 0 0 
» 61.82 8 3 L L 0 0 0 0 0 


(1) Nombre de jours séparant la vaccination de l’accouchement. G, généralisation; 
L, localisation; 0, aucune lésion, +, mort. ; 
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nous nous sommes d’abord assurés que les femelles cobayes en 
gestation supportent sans dommage des injections de notre vaccin 
et se vaccinent dans des conditions aussi satisfaisantes que les 
autres sujets. Toutes les femelles vaccinées, éprouvées par ino- 
culations intradermiques de 2500 doses infectantes dix A quinze 
jours aprés une ou deux injections de 1 cm* de notre vaccin, ne 
présentent ultérieurement rien d’anormal ou tout au plus, pour 
certains sujets, un aphte local bénin et fugace, alors que tous les 
témoins font une généralisation en quarante-huit heures. 

Des femelles cobayes, en gestation plus ou moins avancée, 
recoilvent sous la peau, soit une seule dose de 1 cm® de vaccin, 
soit deux doses de 1 cm* 4 quinze jours d’intervalle, soit du sérum 
antinaphteux suivi de une ou deux doses de vaccin. A la naissance, 
les jeunes sont marqués et éprouvés par la suite, a intervalle 
variable aprés cette naissance, par inoculation intradermique de 
2500 doses infectantes; tous ces sujets sont ensuite mis en 
observation. 

Les résultats enregistrés sont rassemblés dans le tableau I. 

A noter que dans ces essais, 19 témoins (jeunes sujets d’Age 
comparable), éprouvés dans les mémes conditions, ont tous pré- 
senté une généralisation en quarante-huit heures. 

Dans d’autres essais, effectués pour étudier la transmission de 
Vimmunité des méres séro-vaccinées, deux de nos femelles ainsi 
traitées ont donné naissance 4 deux et méme trois petits ; ceci 
nous a permis, ainsi que le montre le tableau II, de mieux mettre 
en évidence l’influence individuelle et nous a donné certaines 
facilités pour préciser la durée de cette immunité transmise. 


. TABLEAU II. 


OBSERVATIONS DES JEUNES 
(jours) 


de la mére 
NUMERO 

des jeunes 
des jeunes 


VACCINATION 
NOMBRE 
de jours (1) 


~o 
° 


Be 


(2 cm? sérum 


l deux inj. de vaccin. 
Id. 37 


Mort. 
L 
Mort. 


Td. 37 
Td. 44 
Td. 54 


eigen oaientteelicell ea! 
ES cok ee 
MRPOOrOrs 


(1) Nombre de jours séparant la séro-vaccination de la naissance. L, localisation ; 
G, généralisation. 


Nous avons également réalisé divers essais afin d’étudier la 
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transmission de l’immunité passive de la mére au jeune. A des 
femelles cobayes en gestation, nous injectons 1 em* de sérum anti- 
aphteux ; toutes ces femelles accouchent dans les dix 4 douze jours 
suivants. Les jeunes sont alors éprouvés, dans les douze a 
vingt-quatre premiéres heures, par inoculation intradermique de 
2500 doses infectantes. A la suite de cette épreuve, ils présentent 
uniquement un aphte local alors que tous les témoins de méme 
dge, éprouvés dans les mémes conditions, font une généralisation 
rapide suivie de mort. Les jeunes, issus de méres sérumisées 
depuis plus de quinze jours, se comportent comme les témoins (5). 

De l’ensemble des résultats de nos divers essais, qui confirment 
lous ceux que nous avons indiqués dans les tableaux I et II, nous 
pouvons conclure ainsi 

1° Seul un cobaye (62.74), issu d'une mére yvaccinée vingt- 
quatre heures avant l’accouchement (ne pouvant done pas étre 
considérée comme effectivement immunisée), ne présente aucune 
immunité ; il fait, a Vépreuve, une généralisation et meurt le 
cinquieéme jour. Tous les autres cobayes, dont les méres avaient 
recu une injection de vaccin de six & treize jours avant l’accou- 
chement, ont présenté une résistance tres nette a l’épreuve (une 
lésion locale au plus chez certains sujets, mais sans générali- 
sation). Les jeunes cobayes témoins de méme dge (19 sur 19) ont 
préesenté une généralisation en quarante-huit heures avee mort 
du troisiéme au septiéme jour. 

Dans d’autres essais, nous avons enregistré la transmission de 
Vimmunité chez des jeunes sujets issus de femelles vaccinées 
soixante-deux et soixante-neuf jours avant ]’accouchement. 

Les jeunes issus de méres insuffisamment vaccinées et avant 
présenté de ce fait une généralisation a la suite d’une épreuve 
virulente effectuée au cours de la gestation, présentent toujours 
une immunité trés élevée (absence totale d’aphtes  primaires). 
Cette immunité est trés précoce; nous Vavons enregistrée 
quelques heures aprés la naissance. 

Chez tous les sujels que nous avons examinés, il y a done tou- 
jours eu transmission de VPimmunité (vaccinale ou d’infection) de 
la mére au jeune et cette immunité du jeune s’est montrée tres 
élevée (6). 


(5) Il s’agissait d’un sérum anti-aphteux préparé sur le cheval, done 
(un sérum hétérologue. 

(6) Nous nous proposons, dans des recherches ultérieures, de pré- 
ciser le rdle qui revient dans cetle transmission de Vimmunité, d’une 
part & la yoie placentaire, d’autre part d la voie mammaire. 

A noter que cette transmission de l’immunilé de la mére 2 ses 
descendants a été signalée dans d’autres maladies A virus, par 
exemple : dans la rage (Remlinger, Konradi, O. Hermann) [4], dans 
la clavelée [4], dans lencéphalomyélite américaine : « Les cobayes nés 
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2° L’immunité des jeunes cobayes issus de méres ayant recu 
deux doses de vaccin n’est pas supérieure a celle des jeunes issus 
de méres vaccinées au moyen d’une seule dose. 

3° Ici également nous avons fait les mémes constatations que 
celles que nous avons relevées au sujet de l’immunité des méres 
vaccinées au moyen de notre vaccin aluné [4]. Les jeunes issus 
des femelles vaccinées au moyen de ce vaccin aluné ont une 
immunité moins élevée que celle des jeunes issus de méres 
vaccinées avec le vaccin simple. 

4° L’immunité de ces jeunes est durable et elle est encore trés 
marquée chez nos cobayes Agés de 43 jours et méme chez cer- 
tains 4gés de 60 jours; nous ne l’avons plus retrouvée chez les 
sujets plus 4gés. 

5° L’immunité passive des méres est également transmise aux 
jeunes. 


Il. — TRANSMISSION PLACENTAIRE DU VIRUS APHTEUX 
DE LA MERE AU JEUNE. 


CuHEz LEs Bovipis. — [L’infection du foetus est possible dans les 
derniers jours de la gestation [5]. 

N’ayant trouvé dans la littérature aucune étude expérimentale 
sur cette transmission, nous avons poursuivi un ensemble de 
recherches afin d’étudier ce passage du virus de la mére au 
foetus ainsi que la virulence relative des divers tissus de ce 
dernier. 

A 8 femelles cobayes en gestation plus ou moins avancée, 
nous inoculons, par voie intradermique ou par voile sous-cutanée, 
des quantités variables (voir tableau III) d’un virus actif au 
millioniéme. 

A la suite de ces inoculations, toutes les femelles, sauf une, 
font en quarante-huit heures une généralisation de fiévre aphteuse 
avec ou sans avortement. Les femelles qui n’ont pas encore 
avorté sont sacrifiées le deuxiéme ou le troisiéme jour. Du sang 
est prélevé par ponction cardiaque a toutes ces femelles. Aprés 
ouverture de la cavité abdominale, les foetus sont extraits puis 
lavés abondamment avec de l’eau physiologique ; ils sont ensuite 
autopsiés et on préléve le poumon, le cceur, le foie, la rate, ainsi 
qu’un fragment d’intestin. Le poumon et le coeur d’une part, 
le foie et la rate d’autre part, ainsi que |’intestin, sont broyés 
au mortier avec de la poudre de quartz ; la virulence de ces divers 


de méres immunisées contre les souches est et ouest sont immuns 
pendant un mois au moins et jusqu’a trois mois aprés la naissance, 
alors qu’il n’en est pas de méme chez les petits nés de méres immu- 
nisées contre la maladie de Borna ou le virus Moscou 2 » [4]. 
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tissus, ainsi que celle du sang de la mére, est recherchée par 
inoculation intradermique de ces broyats, au niveau du derme 
plantaire de cobayes (deux cobayes par groupe d’organes). Le 
protocole de ces recherches, ainsi que les résultats enregistrés 
sont résumés dans le tableau III. 


Tasieau III. 


VIRULENCE DU 


Fetus 


OBSERVATION DES FEMELLES 


Sang 
de la mére 


Poumons 
fe 
cur 
Foie 
fe 
rate 


NUMERO DES FEMELLES 
Intestin 


Résultats (6) 


Généralisation en 48 heures 
Pas d'avortenient. Sacrifiée 
le 3° jour. 

Id. 

Id. Sacrifiée & la 48° heure. 

Généralisation en 4X heures. 

F Avortement le 2¢ jour. 

d, 

Pas de généralisation. Avor 
tement. Aulopsie le 2° jour. 

Généralisation en 48 heures. 
Pas d’avortement. Sacrifiée 
le 2° jour. 

Généralisation aux 2°-3* jours. 
Pas d’avortement. Sacrifiée 
les 2¢-3¢ jours. 


+ 


oh 
ae 
she 
sy 
+ 
a 


4. 


(1) Ancienneté approximative de la gestation au moment de l'épreuve virulente. 
(2) 1 cm* de virus au dixiéme sous la peau. 

(3) 0,5 cm’ de virus au cenliéme dans le derme de la face plantaire. 

(4) 4 cm® de virus au dixiéme sous la peau. 

(5) 6 cm3 de virus au dixiéme sous la peau en deux endroits. 

(6) Examens des cobayes inoculés par voie intradermique avec ces divers tissus. 


G, généralisation obtenue au moyen de ces divers tissus; 0, ni localisation, ni géné- 
ralisation. 


' Des résultats rassemblés dans Je tableau III, nous pouvons 
conclure : 

1° Le sang des cobayes femelles inoculées avec du virus s’est 
toujours montré virulent, dans les conditions de nos expériences, 
deux a trois jours apres l’injection virulente. Ce sang contient 
environ 100 doses infectantes au centimétre cube; 6 femelles sur 
8 ont: avorteé. 
_2° Les viscéres des foetus (avec ou sans avortement) agés de 
15 4 52 jours et examinés quarante-huit heures environ aprés 
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injection de virus aux méres, contiennent, chez certains fcetus, 
du virus en quantités variables (7). Les divers viscéres semblent 
a peu prés également touchés. 

En résumé, la transmission de l’immunité anti-aphteuse de 
la mére au jeune nous apparait régie par les mémes régles que 
celles de la transmission de l’immunité antitoxique (apparition 
rapide, taux d’immunité analogue a celui de l’immunité de la 
mére, caractére passif de cette immunité a durée relativement 
longue, disparition vers l’Age de 2 4 3 mois [6)). 

Par contre, alors que l’antigéne toxique ou anatoxique ne 
passe pas a travers le placenta, de la mére au fcetus, le virus 
aphteux peut, d’une facon irréguliére certes, traverser le pla- 
centa sans entrainer fatalement l’avortement ; il peut étre retrouvé 
dans certains viscéres, aucun de ceux-ci ne paraissant étre plus 
fréquemment atteints. Ainsi donc toxine et virus, auxquels 
certains auteurs trouvent quelques analogies, peuvent étre rap- 
prochés de par les caractéres de la transmission de la mére au 
jeune des immunités qu’ils développent chez les méres; par 
contre, ils s’éloignent un de l’autre par le passage du virus 
a travers le placenta, celui-ci étant imperméable aux toxines. 
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RECHERCHES SUR LES FACTEURS 
QUI CONDITIONNENT L’APPARTENANCE 
DES BACILLES PARATYPHIQUES B 
AUX DIFFERENTS TYPES BACTERIOPHAGIQUES 
DE FELIX ET CALLOW 


1. — LA LYSOGENEITE DES DIFFERENTS TYPES 
DE SALMONELLA PARATYPH/ B 


par Pierre NICOLLE, Yves HAMON et Ewatp EDLINGER (*). 


(Institut Pasteur, Service du Bactériophage et C. N. R. S.) 


L’emploi du bactériophage pour révéler des différences entre 
les cultures d’une méme espéce remonte presque a la découverte 
de cet agent. Plusieurs méthodes ont été proposées dans le but de 
caractériser par les phages les types chez certaines espéces. Mais 
les résultatsles plus intéressants ont été, sans conteste, apportés 
par Craigie et Yen, en 1938 [4], avec S. typhi, lorsque ces auteurs 
eurent découvert les exceptionnelles possibilités d’adaptation d’un 
bactériophage doué d’une affinité spécifique pour ]’antigéne Vi. 
Les types ainsi individualisés se sont montrés remarquablement 
Stables et la méthode, éprouvée depuis dix ans dans de nombreux 
pays, s’est avérée trés précieuse pour |’épidémiologie. Felix et 
Callow, en 1943 [2], ont mis au point une méthode de détermina- 
tion des types de l’espéce S. paratyphi B se réclamant du méme 
principe. La valeur pratique de cette méthode est entiérement 
comparable a celle de Ja méthode de Craigie. 

Le tableau I représente un schéma incomplet et provisoire des 
réactions obtenues par Felix et Callow. Certaines de ces réac- 
tions sont encore inédites. Elles nous ont été communiquées par 
les auteurs. D’autre part, nous avons modifié l’ordre des diffé- 
rents types. Celui quia été établi par Felix et Callow est le 
suivant :1, 2,3 .a,3 a1, 3 6b, Jersey, Beccles, Taunton, B. A. O. R. 
et Dundee. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1 mars 1951. 
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TYPES BACTERIOPHAGIQUES DE S. PARATYPHI B 
(Fevix et Cattow, 1943.) 


Type 35. Type Beccles. 


Type Taunton. Groupe « 


482 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Dans les conditions expérimentales de nos recherches, nous 
avons obtenu un schéma un peu différent, spécialement pour cer- 
taines réactions non spécifiques (Tableau II). 

Sur le plan théorique, on peut se demander quelles sont les 
raisons des différences dans la sensibilité aux bactériophages des 
cultures d’une méme espéce, en tous points semblables, par ail- 
leurs, sous le rapport de leurs caractéres morphologiques, biochi- 
miques et sérologiques. . 

Une premiére explication se présentait a l’esprit : cette diffé- 
rence dans la lysosensibilité des cultures ne serait-elle pas la 
conséquence de différences dans la qualité des antigénes spécifi- 
quement récepteurs de ces bactériophages ? A cette explication, 
Craigie (1946) [8] avait répondu par avance que la _ spécificité 
lytique des mutants du phage Vi du type II dépendait, non de la 
spécificité d’adsorption, mais de quelque facteur spécifique de la 
cellule-héte, leque] détermine la pénétration et la multiplication 
du bactériophage. Dans |’état actuel de nos connaissances, ce 
facteur spécifique n’a pas été trouvé; « Some aspects of the 
phage host-cell relationships are of great theoretical interest, but 
they are far from being completely understood at present », 
(Craigie et Felix, 1947) [4]. 

En attendant que les progrés de la physiologie et de la bio- 
chimie microbienne viennent nous éclairer sur ce point, nous 
étions en droit de nous demander si la résistance, totale ou par- 
tielle, de certaines cultures pourvues de l’antigéne indispensable, 
a divers bactériophages doués d’affinité spécifique pour cet anti- 
géne, n’était pas due a la lysogénéité de ces cultures. La lyso- 
généité en effet, c’est-a-dire la propriété, effective ou potentielle, 
d’une culture bactérienne de mettre en liberté spontanément dans 
le milieu un ou plusieurs bactériophages, se rencontre trés fré- 
quemment chez de nombreuses espéces. Elle s’accompagne géné- 
ralement, dans les conditions normales, d’une résistance non 
seulement aux bactériophages qu’on peut extraire de ces cultures, 
mais encore aux bactériophages apparentés (Burnet, 1932) (51. 

[1] importe de faire remarquer que la non-lysogénéité, caractére 
négatif, ne peut en aucun cas étre prouvée de facon absolue et 
définitive. La libération d’un bactériophage par une bactérie lyso- 
gene est un phénoméne purement contingent. Elle dépend des 
conditions expérimentales et spécialement du milieu nutritif 
utilisé, 

Lorsqu’au cours de ce travail nous admettons la non-lysogé- 
néité d’un type de S. paratyphi B, cela signifie simplement 
qu’entre nos mains, et avec nos méthodes, nous n’avons pas 
réussi a déceler l’existence d’un bactériophage dans les cultures 
de ce type. 


Le but de notre travail a été de déterminer quelle part revient 
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a la lysogénéité dans la différenciation des cultures de S. para- 
typhi B en types bactériophagiques d’aprés la méthode de Felix 
et Callow. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Novus avons eu a notre disposition, outre les cultures-types de 
Felix et Callow, toutes les souches de S. paratyphi B recues par 
le Centre de lysotypie de 1’Institut Pasteur depuis 1948, soit 
environ 1 500 souches. 

La lysotypie (1) (Nicolle, Jude et Buttiaux, 1950) [6] de ces 
cultures avait été pratiquée auparavant par la méthode de Felix 
et Callow légérement modifiée. 

Les types des cultures provenant des différentes régions de 
France appartenaient aux types 1 (1,4 p. 100), 3a (0,35 p. 100), 
3 al (1,4 p. 100), 3 b (0,85 p. 100), Beccles (8,8 p. 100), Taunton 
(43,3 p. 100), Dundee (42,6 p. 100) et au groupe Z (1,5 p. 100). 
Le type 2 n’a jamais été rencontré. Parmi une centaine de cultures 
provenant d’Autriche (Nicolle, Jude et Hamon, 1951) [7], en dehors 
des types cités plus haut, un certain nombre de cultures présen- 
talent des réactions anormales. Ces cultures pouvaient se répartir 
en deux groupes que nous avons étiquetés momentanément 3 b 
(moins Beccles et Taunton) et 3a (moins 3b), en raison de 
Vabsence de réaction avec ces phages. La confirmation officielle 
de cette maniére de voir nous a été donnée par la suite pour le 
premier de ces types anormaux : le D*™ Felix et Miss Callow, a 
qui nous avons envoyé les cultures du groupe 3 b (moins Beccles 
el Taunton), les ont reconnus comme appartenant au _ type 
B.A. O. R., récemment identifié par eux (2). Nous ignorons 
encore si les cultures 8a (moins 3 b) représentent un type nou- 
veau, ou bien si elles doivent étre assimilées 4 l’un des types déja 
créés par ces auteurs. 

La recherche de la lysogénéité a été faite par l’un ou J’autre 
des procédés classiques (Nicolle, Grabar et Gibert, 1946) [8]. 
Lorsqu’une culture a été reconnue lysogéne, son phage a été 
extrait par la méthode suivante : 

Dans un ballon de Kjeldahl, contenant 10 cm’ de bouillon, on intro- 
duit environ 40 ou 50000000 de germes provenant d’une culture de 
vingt-quatre heures, sur gélose inclinée, de la souche A étudier. Aprés 
cing heures d’agitation mécanique au bain-marie 4 37° C, la culture 
est filtrée sur bougie L3, le filtrat est conservé 4 la glaciére. Il est 


(1) La « lysotypie » est le terme que l’un de nous, avec Jude et 
Buttiaux, a proposé pour traduire l’expression anglaise « phage typing ». 

(2) Nous adressons au D® Felix et A Miss Callow nos plus sincéres 
remerciements pour avoir bien voulu identifier les types des nom- 
breuses souches que nous leur avons envoyées. 
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ensuite éprouvé sur une culture de S. paratyphi B du type 1 (toujours 
la souche B. 76 du type 1 de Felix et Callow). Pour cela, on ensemence 
une plaque de gélose (gélose, 1,5 p. 100; peptone UCLAF, 2 p. 100;, 
NaCl, 0,5 p. 100) avec la souche type 1 et on dépose des goultes du 
filtrat de place en place sur la surface ensemencée. Aprés vingl-quatre 
heures d’étuve, on examine l’emplacement des gouttes, 4 1’éclairage 
oblique, au moyen d’une forte loupe. Lorsque la présence de plages 
est constatée, on procéde a l’isolement du bactériophage : on préléve 
avec le fil de platine un peu de la substance lysée au bord d’une plage 
bien séparée des autres. Ce matériel est ensuite délayé dans un peu 
de bouillon et mis cing heures 4 l]’étuve 4 37° ; puis, on filtre et on 
répéte l’épreuve sur la souche type 1. Aprés plusieurs isolements de 
plages, on peut considérer qu’on a obtenu un bactériophage de. lignée 
pure. 


Les phages extraits des types lysogénes ont été, sans aucune 
exception, régénérés sur la souche type 1 (B. 76): nous avons 
choisi ce type parce qu’il est dépourvu de lysogénéité vis-a-vis 
des autres types de l’espéce S. paratyphi B et qu’il présente, 
d@’autre part, une sensibilité étendue, non seulement a tous les 
phages Vi utilisés pour la lysotypie, mais aussi a tous les phages 
de lysogénéité des autres types. Les titrages des bactériophages 
ainsi régénérés s’opérent par la méthode dite « a la goutte » 
(Nicolle, 1949) [9]. 


La recherche de la gamme de lysosensibilité des cultures de S. para- 
typhi B se pratique de la maniére suivante : 42 carrés numérotés sont 
tracés A l’encre &4 marquer le verre (formule de J.-M. Desranleau) sur 
la face extérieure du fond d’une boite de gélose. La surface de la 
gélose est ensemencée avec la culture a étudier. Au centre de chacun 
des carrés, on dépose a la pipette effilée I goutte d’un des phages 
préparés comme il a été indiqué plus haut. Aprés vingt-quatre heures 
d’étuve, les résultats sont notés. Pour simplifier la lecture des tableaux, 
nous n’avons tenu compte que des actions certaines (+ = action 
lytique positive, O = aucune action visible). 

Les phages extraits des cultures lysogénes ont été soumis a des 
épreuves sérologiques. Cinq sérums anti-phages ont été préparés avec, 
les phages extraits de la culture B. 228 du type 2, de Felix et Callow, 
de la culture B. 1305 du type 3al de Felix et Callow, de la culture du 
type Beccles de Felix et Callow, de la culture du type Taunton de 
Felix et Callow et d’une culture du type Dundee. La préparation des 
sérums et leur emploi ont été pratiqués suivant les techniques de 
Vinjection unique au lapin et de la neutralisation 4 la goutte (Nicolle 
et Ducrest, 1948 [10]. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


1° RECHERCHE DE LA LYSOGENEITE DES CULTURES APPARTENANT AUX 
DIFFERENTS TYPES ET DE LA GAMME D ACTIVITE DES PHAGES EXTRAITS 
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DE CEs cuLTuRES (tableau III). — Type 1. — Neuf cultures du 
type 1 ont été examinées : les 2 souches types (B. 76 et B. 309) 
de Felix et Callow et 7 autres souches isolées en France . 

Les filtrats se sont montrés dépourvus d’action sur les cultures 
des différents types. Le type 1 semble donc dépourvu de lyso- 
généité pour l’espéce S. paratyphi B. Remarquons que Scholtens, 
1950 [44] a également constaté l’absence de lysogénéité vis-a-vis 
des cultures de S. paratyphi B, mais il a obtenu. a partir de 
cultures du type 1, un phage actif sur la souche 65 de Salmonella 
dublin (8). 

Type 2. — Nous n’avons pu examiner que les deux cultures 
types de Felix et Callow (B. 228 et B. 300). Ces deux cultures 
élaborent un phage qui s’est montré actif sur toutes les souches 
de S. paratyphi B, a l'exception des deux cultures du type 2. 

Le type 2 est donc lysogéne et son phage posséde une gamme 
d’activité trés étendue. Ce phage est déterminant pour le type (4). 

Type 3a.—Trois cultures de ce type ont été utilisées, dont les 
deux souches types (B. 62 et B. 365). Les filtrats étaient dépourvus 
d’activité lytique sur les souches des différents types de S. para- 
typhi B. Le type 3a ne serait pas lysogéne pour l’espéce 
S. paratyphi B; nos résultats sont en désaccord sur ce point 
avec ceux de Scholtens, qui admet que la souche type 3a 
(B. 365) élabore le méme phage que la souche type 3 a 1 
(B. 1805). Cependant, il considére l’autre souche type 3 a (B. 62) 
comme non lysogéne. 

Type 3a (moins 3 b) [type provisoire]. — Nous ne possédons 
pas de souches-types. Six cultures de ce type ont été examinées ; 
leurs filtrats contiennent toujours un bactériophage actif sur les 
cultures des types 1, 3a, 3b et B.A. O.R. identique a notre 
type provisoire 3 b (moins Beccles et Taunton). 

Donc, 4 l’opposé du type 3a, le type 3a (moins 3 45) est tou- 
jours lysogéne. Cette lysogénéité constante et les résistances 
qu'elle détermine vis-a-vis de certains phages types nous font 
penser que les cultures répondant A ce schéma composent un 
type nettement distinct du type 3a. Nous ignorons encore si ce 
type correspond a l’un des derniers types admis par le « Central 
Enteric Reference Laboratory » de Londres. 

Type 3a1. — Les 2 souches types (B. 624 et B. 1805) et 6 autres 
cultures de ce type ont été étudiées. Trois cultures, dont la souche 


(3) Nous avons eu l’occasion de reproduire l’expérience de R. Th. 
ee avec sa souche n° 65 de S. Dublin, Les 4 échantillons de 

S. paratyphi B, Type 1, que nous avons examinés se sont montrés lyso- 
genes vis-a-vis de cette souche. Nous prions le D® Scholtens de bien 
vouloir agréer nos remerciements pour son envoi. 

(4) Voir dans la discussion du deuxiéme mémoire la définition des 
termes : phage déterminant et phage indifférent. 


487 


‘spAnoids 9)9 ju0 eopunq od4y np suolmueyog ¢g onb oyiaSis « (eg) oopung » ‘saIpnye 919 quo UOIUNeY, odéy np sosny[no OT ep 
syyerjxe seSeyd sey onb oyrudis « (Qf) uojuney, soseyg » : o[dmoexy ‘sogst[yn sotuj[no sop eiquiou ef ynonbipur sesaujuosed oajue serd sorpiyo soy 
‘QIQISTA UOT}OV ouNONe ‘GQ -eATyIsod onbiyd, worjoe ‘+ 


(¢g) eepung 
(zg) woyuney, 


0 
+ n00 
x” 


+ 


+ 


(gz) selo00g 


+ 


‘(HE) WO'V g (uoyuney yo sayvoag stiow) g g 


BACILLES PARATYPHIQUES B 


(g) 9¢ 
() 439 d PPE 
(g¢) Suet @ VE 


i 


+/+] +] +] +} 2} 4+} 


qeDE 
(€) vg 
(2) @ 
(6) 1 


-|+[-[>|-]+]+ 


a 
ee 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 


+ 


a ($1) (oF (5) (') 9) : 
946" oP eepung | uojyuney | s9f900q | "Y'O’V'd ae 


“«“Q» (SHHONOS) FdAL 


MUNK S4dkL SAC SLIVHLXa SaovHd 


TH OvaTay,, 


h 


488 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


type B. 624, ont donné des filtrats et des phages actifs sur les 
souches des types 1, 2, 3 a, 3 a 1 (souche B. 1305 et 4 autres du 
méme type), 3b, Beccles, Taunton, Dundee et B. A. O.R. Cing 
cultures, dont la souche type B. 1805, fournissent des filtrats et 
des phages actifs sur les souches des types 1, 3a, 36 et 
Bax. OUR. 

Le type 3 a 1 est done lysogéne, mais il montre une double 
lvsogénéité. Nous verrons plus loin, au paragraphe consacré a 
la sérologie, que certaines souches de ce type, les plus fréquentes 
(groupe de la souche type B. 624), possédent 2 phages : un phage 
principal commun a toutes les souches de ce type et un phage 
secondaire, actif sur 1, 2, 3a, 3a1 (B. 13805), 3, Beccles, 
Taunton, Dundee et B. A.O.R., qui manque dans le second 
groupe de souches (groupe de la souche type B. 1305). Ce phage 
secondaire est toujours le méme chez les souches qui le possédent. 
Seul le phage principal commande |l’appartenance au type (phage 
déterminant). Le second phage est done dit indifférent. 

Notons que Scholtens a également signalé lhétérogénéité de ce 
type sous le rapport des propriétés lysogénes. 

Type 3 b. — Les 2 souches types de Felix et Callow (B. 87 et 
B. 656) et 3 autres cultures ont été étudiées. Les filtrats n’ont 
montré aucune action sur les souches types. Le type 3b peut 
étre considéré comme non lysogéne vis-a-vis de l’espéce S. para- 
typhi B. Ces résultats sont en accord avec ceux de Scholtens. 

Type 3b (moins Beccles et Taunton) [désignation provisoire]. 
— Nous ne possédons pas de souches types. Onze cultures pro- 
venant toutes d’Autriche avaient donné a la lysotypie un schéma 
rappelant celui du type 3b, mais sans réaction avec les phages 
Beccles et Taunton. D’autre part, les souches de ce genre étaient 
toutes lvsogénes. Elles contenaient un phage unique, le méme 
pour toutes. Nous étions dés lors autorisés a les considérer 
comme formant un type autonome. Le phage de ces 11 cultures 
montre une gamme diactivité trés étendue: types 1, 2, 3a 
(moins 3 b), 3 a 1 (B. 1805), 3 b, Beccles. 

Ces cultures ont été adressées au D* Felix. Celui-ci les a iden- 
tifiées comme appartenant au nouveau type B. A. O. R. (5). 

Les réactions lytiques anormales présentées a la lysotypie par 
ces cultures nous avaient déja clairement montré que celles-ci 
étaient nettement différentes de celles du type 3b, et qu’il conve- 
nait de créer pour elles un type distinct. 

Type Beccles. — La souche type de Felix et Callow et 3 autres 
cultures essayées sur 214 cultures des divers types ont donné des 
filtrats actifs sur les cultures des types 1, 3a et 3b. Le type 
Beccles est lysogéne, on verra plus loin que la sérologie nous a 


(5) B. ‘A. O. R. : British Army of Rhine. 
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permis d’isoler 2 bactériophages dans les filtrats de quelques 
souches du type Beccles. 

- Type Taunton. — La souche type de Felix et Callow et 9 autres 
cultures essayées sur 214 cultures ont permis d’obtenir des filtrats 
et des phages actifs sur les cultures des types 1, 3a, 36 et 
Beccles. La sérologie et la préparation de types artificiels au 
moyen des phages isolés nous ont montré que les cultures du 
type Taunton contenaient toujours 2 bactériophages. Contraire- 
ment au type 3a 1, dont le phage secondaire ne joue aucun role 
dans l’appartenance au type, les 2 phages du type Taunton sont 
déterminants (voir notre second mémoire). 

Type Dundee. — Nous n’avons pas eu de culture type. Treize 
cultures de souches provenant de diverses régions de France ont 
été essayées sur 214 souches de types divers. 

Tous les filtrats et les phages extraits de ces cultures agissent 
sur les types 1, 2,3 a, 3a 1 (B. 1305), 3 b, B. A. O. R. et Beccles. 
La sérologie et la préparation de types artificiels ont mis en évi- 
dence la présence de 2 phages, tous deux déterminants. 

Groupe Z. — Nous n’avons pu examiner que 2 souches de ce 
groupe. Elles sont toutes les deux lysogénes et le phage de l’une 
agit sur les souches du type Dundee. 


2° ETUDE. SEROLOGIQUE DES PHAGES DE LYSOGENEITE EXTRAITS DES 
DIFFERENTS TYPES BACTERIOPHAGIQUES DE « S. PARATYPHI » B, — 
Phages du type 2. — Nous avons dt limiter cette étude sérolo- 
gique aux 2 souches types de Felix et Callow, puisque le Centre 
de lysotypie n’a recu aucune souche de ce type. Les phages des 
souches B, 228 et B. 300 ne semblent pas apparentés sérologique- 
ment, malgré la similitude de leur gamme d’activité. 

Les bacltériophages isolés de ces souches types ne sont pas 
neutralisés par les sérums préparés avec les phages des 
types.3a1, Beccles, Taunton, Dundee et 3a [moins 3 b] (6). 

Inversement, le sérum préparé avec le phage 2 provenant de 
la souche B. 300 ne donne lieu a aucune neutralisation avec les 
phages extraits des types 3a1, Beccles, Taunton, Dundee et 
B. A. O. R. Les phages extraits du type 2 forment donc un groupe 
sérologique distinct de celui des phages extraits de tous les autres 
types. Le sérum anti-type 2 neutralise trés légérement les phages 
extraits des cultures 3 a (moins 3 b) [5 p. 100 des corpuscules a 
la dilution 4 1 p. 100]. 

Phage du type provisoire 3a (moins 3b). — L’étude sérolo- 
gique des phages extraits des cultures 3a (moins 3 b) a montré 
qu’ils forment la transition entre les phages extraits des cultures 


(6) Il ne nous a pas été encore possible de préparer un sérum avec 
le phage des types B. A. O. R. Nous y reviendrons ultérieurement. 
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du type 2 et le groupe des bactériophages primaires extraits des 
types 3a1, Beccles, Taunton et Dundee. 

Groupe des phages uniques ou primaires, facilement isolables 
des types 3a (moins 3b), 3a1, Beccles et Taunton. — La séro- 
logie ne permet pas de différencier ces divers bactériophages 
entre eux. Leur taux de neutralisation croisée trés voisin confirme 
de facgon évidente leur étroite parenté. A ttre d’exemple, par 
rapport a un sérum donné de ce groupe, l'étude sérologique 
donne les résultats suivants : 


TAUX DE NEUTRALISATION 
par le sérum obtenu avec le phage 
extrait du type Taunton 


Phage unique extrait du type 3a(moins 36). 60 p. 100 au 1/5 000. 


Phage primaire extraitdu type 3a1 .... 50 p. 100 au 1/5 000. 
Phage primaire extrait du type Beccles. . . 20 p. 100 au 4/5 000. 
Premier phage extrait du type Taunton. . . 50 p. 100 au 41/5 000. 


Premier phage extrait du type Dundee . . . Partielle au 4/2 000. 


La technique de neutralisation que nous avons employée s’est 
done montrée incapable de confirmer les différences trés nettes 
révélées par |’étude de la gamme d’activité et par la préparation 
des types artificiels. I] devrait étre possible de la rendre plus 
efficace. Notons cependant que Scholtens a rencontré les mémes 
difficultés, puisqu’il considére tous ces phages comme identiques. 

D’autre part, l'étude sérologique a mis en évidence un 
deuxiéme phage dans les cultures des types Beccles, Taunton et 
certaines cultures du type 3a 1 (B. 624 de Felix et Callow). Ce 
second phage a pu étre isolé a partir des plages formées malgré 
Vaction du sérum spécifique obtenu avec le premier phage purifié. 
Le filtrat régénéré, mais non purifié, de certaines cultures a été 
soumis a l’action neutralisante d’un sérum. 

Deuxiéme phage 3a1 extrait du groupe B. 624. — Alors que 
dans certains cas (phages extraits du type 3a 1 (B. 1305), le 
filtrat régénéré d’une culture de ce type subissait une neutrali- 
sation totale avec une dilution au 1/100 d’un sérum préparé au 
moyen d’un bactériophage du groupe 3a 1 (B. 1305) rigoureu- 
sement purifié, pour certains filtrats régénérés du groupe 3a 1 
(B. 624), on obtenait exceptionnellement une neutralisation par- 
tielle avec la méme dilution de sérum. 

Les plages apparues malgré le sérum étaient manifestement 
produites par un second phage résistant A l’action neutralisante. 
Ce second phage, facilement isolable A partir de ces plages, 
présentait, en outre, une gamme d’activité différente. La présence 
de ce second phage dans les cultures du groupe 3a 1 (B. 624) 
explique les discordances observées dans la gamme d’activité des 
filtrats des cultures de ce groupe par rapport a ceux du 
groupe 3a 1 (B. 1305). 
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Deuxiéme phage du type Beccles. — Nous avons constaté éga- 

lement, par l'étude sérologique, la présence d’un second phage 
dans les cultures du type Beccles. L’obtention de ce phage a 
partir des filtrats n’a pu étre réalisée qu’exceptionnellement dans 
les conditions de nos expériences. 
_Deuxiéme phage du type Taunton. — La neutralisation par- 
tielle par le sérum préparé avec un phage purifié extrait du type 
Taunton a révélé également la présence d’un second phage. Le 
second phage du type Taunton posséde une individualité propre. 
La sérologie n’a permis de l’assimiler 4 aucun des autres phages 
déterminants isolables directement a partir des filtrats: les 
sérums préparés avec les phages extraits des types 2, 3a 1, 
Beccles, Taunton et Dundee ne produisent aucune neutralisation 
du second phage extrait du type Taunton. Nous nous proposons 
de chercher ultérieurement s’il peut étre identifié A Dun des 
seconds phages des autres types. 

La sérologie des phages extraits du type Taunton montre que 
les filtrats utilisés dans le tableau I ne contiennent presque tou- 
jours que le premier phage. L’isolement des 2 bactériophages ou 
du second exclusivement a été exceptionnel dans les conditions 
opératoires que nous avons adoptées. Sur 20 filtrats d’origine 
trés variable, préparés en vue de la sérologie, 2 seulement conte- 
naient le second phage a |’état pur. I] s’agissait de 2 S. para- 
typhi B du type Taunton originaires du département du Bas-Rhin. 

Ce second phage, malgré les difficultés pour l’obtenir, existe 
chez toutes les souches du type Taunton, car la préparation des 
types artificiels nous a montré que le second phage était déter- 
minant pour l’appartenance au type, au méme titre que le premier 
phage. 

Phages extraits du type Dundee. — Les taux de neutralisation 
de 20 filtrats de cultures appartenant au type Dundee varient 
entre 1/7 et 1/10 d’une part, et 1/50 et 1/60 d’autre part, suivant 
qu’on utilise pour le titrage du bactériophage traité par le sérum 
neutralisant la culture type 1 (44231) ou la culture type 1 (B. 76). 
Les taux de neutralisation croisée permettent, dans le cas du type 
Dundee, une discrimination relativement facile du premier phage 
déterminant (facilement isolable) de ce type, d’avec ceux qui ont 
été isolés des autres types ; le bactériophage déterminant l’appar- 
tenance au type 3a1 s’est montré le plus apparenté, avec 
un taux de neutralisation de 5 p. 100 a la dilution a 1/5 000. 
L’étude sérologique confirme done les déductions déja tirées de 
l’examen de la gamme d’activité : les bactériophages isolés des 
différentes cultures du type Dundee sont trés voisins, sinon 
identiques. 

L’étude de sérologie prouve, d’autre part, la présence d’un 
second bactériophage dans les cultures du type Dundee par la 
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neutralisation partielle, avec le sérum au 1/100, du matériel de 
lysogénéité isolé de certaines souches. Comme pour les cultures 
des types Beccles et Taunton, la difficulté de l’isolement de ce 
deuxiéme phage laisse toute sa valeur a la méthode d’identifi- 
cation du premier phage déterminant par sa gamme d’activité. 
La sérologie montre, en effet, par la neutralisation totale de ces 
phages Dundee aux dilutions 4 1/100, 1/500 et 1/1 000 du sérum, 
que les cultures du type Dundee libérent presque toujours exclu- 
sivement leur premier phage déterminant dans les conditions 
d’isolement précitées. 

La méthode sérologique établit la proche parenté des phages 
primaires extraits des cultures du type Dundee avec les phages 
primaires extraits des types Beccles et Taunton. 

Phage du type B..A.O.R. — Nous n’avons obtenu aucune 
neutralisation de ce phage par les sérums préparés avec les 
phages précédents. Le phage du type B. A. O. R. est sérologi- 
quement distinct des autres phages étudiés. 


Discussion. 


1° Caractére constant de l’état lysogéne ou de l’état non lyso- 
géne suivant le type. 

Nos résultats montrent clairement que certains types, les plus 
nombreux, sont toujours lysogénes (types officiels 2, 8a1, 
B. A. O. R., Beccles, Taunton, Dundee et le groupe Z), et notre 
type provisoire 3a (moins 3b), tandis que les autres (types 1, 
3a et 3 b) ne paraissent pas lysogénes : du moins, dans les condi- 
tions de nos expériences, sauf exceptions dues vraisemblablement 
a des contaminations accidentelles, ils n’ont pas libéré de bacté- 
riophage (tableau IV). 


Tasteau 1V. — « Etats » de lysogénéité des types de S. paratyphi B. 


TYPES TYPES LYSOGRNES 


provisoirement admis 


comme non lysogénes eae 


a un seul phage 


(pour l’espéce) un seul les deux 
déterminant néce:saires 
2 
1 oat TB 1808) / 304 (B. 624) Taunton. 
3a \ Beccles 
3b R. ; Dundee. 


Groupe Z 


2° Fréquence de la lysogénéité chez S. paratyphi B. 
Dans un travail antérieur, l’un de nous, avec J. Grabar et 
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P. Gibert (1946) [8], avait montré, en confirmation des résultats 
de Burnet (1982) [5], la grande fréquence de la lysogénéité parmi 
les cultures de S. paratyphi B (62 p. 100). Mais, a l’époque, nous 
n’avions a notre disposition, comme bactéries révélatrices, que 
des souches autochtones, reconnues depuis lysogénes. Ces sou- 
ches, par le fait de leur lysogénéité, étaient résistantes a certains 
des phages des autres souches. La pratique de la lysotypie par 
fa méthode de Felix et Callow a mis entre nos mains des souches 
non lysogénes, d’une trés grande sensibilité aux phages de 
l’espéce, en particulier des cultures du type 1, relativement rares 
en France. Elle nous a fourni, en outre, toute la gamme de types 
de S. paratyphi B actuellement connus dans le monde; ce qui 
nous a permis d’acquérir une vue d’ensemble de l’espéce sous le 
rapport de la lysogénéité. 

Les types les plus fréquents en France, c’est-a-dire les types 
Taunton, Dundee et Beccles (formant a eux trois environ 96 p. 100 
_des souches), sont lysogénes. Les types considérés comme non 
lysogénes sont au contraire trés rares ou méme exceptionnels 
dans notre pays. 

La lysogénéité des bacilles paratyphiques B est donc, de ce 
fait, encore plus générale, chez nous, qu’elle ne nous avait semblé 
lors de notre premier travail. 

Scholtens (1950) [11] a étudié, lui aussi, la lysogénéité des 
cultures de S. paratyphi B isolées en Hollande. I] n’avait pas 
réussi 4 typer plus de 15 p. 100 des souches recueillies dans son 
pays avec les 5 premiers phages de Felix et Callow (1, 2, 38a, 3a] 
et 3b). Grace a la recherche systématique de la lysogénéité et a 
l’étude des phages extraits, il a pu individualiser, dans le groupe 
des cultures non caractérisables, plusieurs nouveaux types - 
Kampen, Midwoud, Sittard et Cappel a/d Ijssel. Certains de ces 
types, d’aprés Felix (communication personnelle), correspondent 
aux nouveaux types créés par lui et Miss Callow : types Taunton, 
Beccles et Dundee (7). Pour Scholtens, la recherche de la lyso- 
généité semble donc devoir constituer une méthode auxiliaire a 
la lysotypie. 

3° Pour un type donné qui posséde le pouvoir lysogéne, toutes 
les souches, quelle que soit leur provenance, présentent le méme 
matériel de lysogénéité. Certains types lysogénes n’hébergent 
qu’un seul phage, identique chez toutes les souches du type, mais 
différent d’un type a l’autre. Ce sont les types 2, 3a 1 (B. 1305), 


(7) R. Th. Scuorrens (lettre du 10 mars 1951) a bien voulu nous 
donner Ja correspondance de ses types avec ceux de Felix et Callow : 
Type Kampen = Taunton ; Type Leeuwarden = Dundee et 3 a 1 (B. 624) ; 
Type Schiedam=3 a1 (B. 1305) ; Types Midwoud, Sittard et Cappel a/d 
Ijssel = Beccles. Nous l’en remercions vivement. 
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B. A. O. R., 3a (moins 3b) et certaines souches du groupe Z. 
Les autres types lysogénes contiennent 2 bactériophages : ce sont 
les types 3.41 (B. 624), Beccles, Taunton et Dundee. Ces phages 
sont également identiques chez les souches d’un méme type, mais 
différents d’un type a ]’autre. 

4° Les souches des différents types de S. paratyphi B présen- 
tent des schémas de sensibilité trés variés aux différents phages 
extraits des types lysogénes, mais toutes les souches d’un méme 
type se comportent vis-a-vis de ces phages de ]la méme facon. 

L’uniformité de réaction des souches d’un type donné en pré- 
sence de ces phages non adaptés et non dilués permet de grouper 
ces souches, et chacun de ces groupements coincide avec un des 
types de Felix et Callow. Cette constatation indique que la divi- 
sion en types telle qu’elle a été établie par ces auteurs n’est pas 
due a de simples contingences, mais 4 des caractéres profondé- 
ment imprimés dans la cellule bactérienne. 

La discussion concernant les rapports qui unissent l'état lyso- 
géne a ]’état non lysogéne pour différents types de Felix et Callow 
sera abordée a Ja fin du deuxiéme mémoire. 


RESUME. 


Parmi les types de bacille paratyphique B déterminés par la 
méthode de Felix et Callow, certains, les plus nombreux, sont 
constamment lysogénes, d’autres, entre nos mains tout au moins, 
ne se sont pas montrés lysogénes pour l’espéce S. paratyphi B. 

Pour un type donné, l'état de lysogénéité est constant. Il est 
défini par : 1° Pabsence ou la présence du pouvoir lysogéne vis- 
a-vis de l’espéce S. paratyphi B; 2° le nombre des phages pré- 
sents; 3° la qualité de ces phages. 

il y a des types lysogénes 4 un phage: 2, 3a (moins 3b), 3a1 
(groupe B. 1305), et certaines souches du groupe Z. ll y a des 
types lysogénes 4 deux phages : 3a1 (groupe B. 624), Beccles, 
Taunton et Dundee. Enfin, pour les types 1, 3 a et 3 6b, nous 
n’avons pas pu mettre la lysogénéité en évidence. 

La sérologie de ces phages a permis de les répartir en 7 grou- 
pes. 1° groupe : phage unique, déterminant, extrait du type 2; 
2° groupe : phages uniques ou primaires, déterminants, extraits 
des types 3a (moins 3b), 3a1 (les 2 groupes B. 1305 et B. 624), 
Beccles, Taunton et Dundee; 3° groupe : phage unique, déter- 
minant, extrait du type B. A.O.R.; 4° groupe: phage secon- 
daire, semi-déterminant, extrait du type Taunton; 5° groupe : 
phage secondaire, semi-déterminant, extrait du type Dundee ; 
6° groupe : phage secondaire, indifférent, extrait du type 3a 1 
(B. 624); 7° groupe : phage secondaire, indifférent, extrait du 
type Beccles. 
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RECHERCHES SUR LES FACTEURS 
QUI CONDITIONNENT L’APPARTENANCE 
DES BACILLES PARATYPHIQUES B 


fall DIFFERENTS TYPES BACTERIOPHAGIQUES 
DE FELIX ET CALLOW 


Il. — OBTENTION EXPERIMENTALE, 
A PARTIR DES CULTURES NON LYSOGENES, 
DES TYPES DE S. PARATYPH/ B PAR CONTAMINATION 
AVEC LES BACTERIOPHAGES EXTRAITS DES TYPES LYSOGENES 


par Yves HAMON et Prerre NICOLLE (’). 


(Institut Pasteur. Service du Bactériophage.) 


La recherche de la lysogénéité chez S. paratyphi B des diffé- 
rents types de Felix et Callow a permis de répartir ces types 
en deux groupes: un premier groupe provisoirement admis 
comme non lysogéne (types 1, 3a et 3 b) et un deuxiéme groupe 
de types lysogénes : types 2, 3a1 (B. 624) et 3a1 (B. 1805), 
Beccles, Taunton, Dundee et B. A. O. R. auxquels nous pouvons 
ajouter un nouveau type (8a moins 3b) qui correspond peut- 
étre 4 un des nouveaux types créés par Felix et Callow. L’étude 
approfondie des hbactériophages de lysogénéité des souches du 
deuxiéme groupe a montré que deux éventualités pouvaient se 
présenter : 

“1° Les souches appartenant A certains types : 2, 3.a1 (B. 1805), 
B. A. O. R., 3a (moins 3 b), hébergent un seul phage, toujours 
le méme pour un type donné. 

2° Les souches des autres types: 3a1 (B. 624), Beccles, 
Taunton et Dundee hébergent deux phages distincts lun de 
autre. Chacun de ces phages est identique ou trés voisin chez 
toutes les cultures d’un méme type [4]. 

Ces résultats indiquent clairement qu’il existe un lien entre 
l’appartenance d'une souche de S. paratyphi B a Vun des 


- types lysogénes et le ou les bactériophages constamment pré- 
sents dans les cultures de ce type. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1 mars 195). 
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D’autre part, nous savons que les types bactériophagiques de 
S. paratyphi B résistent, comme la lysogénéité, aux actions, 
méme brutales, des agents physiques et chimiques (Nicolle, Jude 
et Buttiaux, 1950 [2]). Le parallélisme de comportement entre la 
lysogénéité et le type constitue un argument de plus en faveur 
de leurs rapports réciproques. 

La seule cause d’altération des types que nous connaissions 
jusqu’a présent (Nicolle, Jude et Buttiaux, 1950 [2] réside dans 
la contamination, accidentelle ou expérimentale, des cultures par 
un phage exogéne. 


Dans un foyer de fiévre paratyphoide B du type Taunton, un por- 
teur de germes ayant fourni auparavant 4 souches du méme type 
a donné par coproculture un bacille du groupe Z (groupe des bacilles 
non caractérisables). Par la suite, on obtint, chez ce méme individu, 
réguliérement, des bacilles du type Taunton. La culture anormale fut 
traitée par le formol (ensemencement d’une boite de gélose avec une 
suspension dense du bacille, dépét de I goutte de formol dilué au 
1/10 au centre de la gélose ; aprés trois ou quatre jours d’incubation 
4d 37°, prélévement des colonies développées 4 la limite de la zone 
bactéricide du formol. Ces colonies sont généralement débarrassées de 
leur phage de contamination (Nicolle, 1947 [3]). Aprés un semblable 
traitement, certaines subcultures ont donné les réactions du _ type 
Taunton. 

Nous pourrions citer plusieurs autres exemples d’altération du type 
par des contaminations bactériophagiques, avec retour au type initial 
sous l’influence du formol. 


Ces modifications du type sous l’influence d’un phage de 
contamination nous ont amenés 4 nous demander quel effet pro- 
duirait le traitement des cultures des types admis comme non 
lysogénes par les phages extraits des types lysogénes. A partir 
des mutants résistants a ces phages (colonies secondaires), 
n’obtiendrait-on pas expérimentalement des types  artificiels 
analogues aux types naturels, tout au moins sous le rapport de 
leur sensibilité aux phages de la lysotypie ? 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


Des cultures des types considérés comme non lysogénes sont 
traitées, sur boite de gélose, par l’un des bactériophages de lyso- 
généité régénéré sur la souche type 1 (B. 76). Au centre du pla- 
card de lyse formé dans la couche bactérienne aprés douze heures 
d’incubation A 37° C, on préléve une ou plusieurs colonies secon- 
daires qu’on ensemence sur gélose inclinée. 

Les résultats de la lysotypie portant sur plus de 100 cultures 
secondaires ainsi obtenues sont résumés dans les tableaux I, II, 
lil et, IV. 
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TasLeau 1V. — Préparation de types artificiels 
a partir du type lysogéne B.A.O.R. 


CULTURES SECONDAIRES BACTERIOPHAGES DE LYSOTYPIE 
oblenues par action du (Phages Vi de Felix et Callow) 
‘ 3 n a 
Phage isolé Sur une culture 4 < s Be 
du type du type ce “2 S 2 8 = 
; Q sy 
Primaire Dundee. B.A.O.R. 0 0 0 0 0 0 0 
Primaire Taunton 
ou 3at. B.A.O.R. 0 0 0 0 0 0 0 
5 os +4+)+++ + | ++ 
Sa (36) 0 0 Jou LClou Lc} © Jou Lclou LC— 


Pour la légende, voir le tableau I. 


INTERPRETATION DES RESULTATS. 


1° La lecture de ces tableaux montre que les cultures des types 
considérés comme non lysogeénes (1, 3 a, 3 b) ont donné naissance 
a des cultures secondaires profondément modifiées dans leur 
sensibilité aux phages types. 

Dans certains cas, les réactions constatées n’offraient aucune 
ressemblance avec celles des types de Felix et Callow (schémas 
atypiques). Dans d’autres cas, au contraire, on a obtenu des 
types artificiels, exactement identiques aux types naturels (types 
normaux, encadrés de doubles traits). C’est ainsi que les cultures 
du type 1, traitées par le phage extrait du type 2, ont donné un 
schéma de lysotypie correspondant a celui du type 2 naturel 
(tableau I) ; les cultures du type 3a (tableau IJ) : 1° traitées par 
le phage extrait du type 3.a1 (B. 1305), ont donné le schéma du 
type 3a1; 2° traitées par le phage extrait du type provisoire 3 a 
(moins 8 b), les mémes cultures ont donné le schéma du type 3 a 
(moins 3 b). Les cultures du type 3b (tableau III): 1° traitées 
par le phage primaire, facilement isolable, extrait du type 
Beccles, ont donné le schéma du type Beccles ; 2° traitées par 
les deux phages extraits du type Taunton, elles ont donné le 
schéma du type Taunton ; 3° traitées par les deux phages extraits 
du type Dundee, elles ont donné le schéma du groupe Z ; n’ayant 
pas encore a notre disposition le phage Vi type Dundee de Felix 
et Callow, nous ne sommes pas en mesure de préciser si le type 
artificiel obtenu correspond, comme on a le droit de le penser, 
au type Dundee ; 4° les cultures du type 3 b traitées par le phage 
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extrait du type B. A. O. R. ont donné le schéma du type B.A.O.R.; 
ne disposant pas du phage spécifique du type B. A. O. R., nous 
n’avons pu identifier ce type que par les réactions hétérologues 
observées constamment avec les autres phages types, c’est-a-dire 
le schéma 3 b (moins Beccles et Taunton). 

Les cultures du type B.A.O.R. (tableau IV), traitées par 
le phage primaire, facilement isolable, extrait du type Dundee, 
ont donné également le schéma du groupe Z. Pour Ja méme 
raison énoncée plus haut, nous ignorons si le type artificiel 
obtenu correspond également, dans ce cas, au type Dundee. 

En résumé, a partir du type 1, nous avons pu préparer artifi- 
ciellement le type 2; A partir du type 3a, nous avons obtenu les 
types 8a (moins 3 b) et 3a1; a partir du type 36, nous avons 
obtenu les types B. A. O. R., Beccles, Taunton et probablement 
Dundee. A partir du type lysogéne B.A. O.R., nous avons 
obtenu des résultats analogues au schéma du groupe Z, tel du 
moins que nous l’observons avec les phages types actuellement 
4 notre disposition. Nous ne pouvons pas dire si ce type artificiel 
est identique au type obtenu a partir du type 3 6 (1). 

Done, pour obtenir artificieHement toute la série des types 
lysogénes, il a été nécessaire de prendre comme type de base, 
4 tour de réle, les 3 types 1, 3 a et 3 b non lysogénes (tableau V). 
Chacun de ces types n’a pu donner, par l’action des phages de 
lysogénéité, que certains types : le type 1 n’a permis d’obtenir 
que le type 2; le type 3 a, que les types 3 a (moins 3 b) et 8a1; 
le type 36, que les types B. A.O.R., Beccles, Taunton et 
Dundee. Dans la mesure ot nous avons le droit d’assimiler les 
types artificiels aux types naturels, nous pouvons distinguer, 
parmi les types de S. paratyphi B, trois familles constituées, 
chacune, par un type de base et un ou plusieurs types lyso- 
génes. Remarquons que ces constatations concordent, dans leur 
ensemble, avee l’ordre que Felix et Callow ont attribué a leurs 
types dans le schéma provisoire de 1949 (non publié, communi- 
cation personnelle). 

Les types 1, 3a, 36 sont donc bien différents les uns des 
autres, comme, du reste, ils sont différents dans leur gamme de 
sensibilité aux phages Vi de la lysotypie. 

2° Les tableaux I, II, III et IV montrent la proche parenté 
des divers bactériophages extraits des types 3 a (moins 8 b), 3a1 


(1) Nous ne savons pas, en effet, si le phage de lysogénéité du type 
B. A.O. R. est identique ou non au phage secondaire, difficilement 
isolable, du type Dundee. Remarquons d’ailleurs que le phage pri- 
maire extrait du type Taunton donne, par son action sur le type 
B. A. O. R., également un schéma analogue & celui du groupe Z. Mais 


il nous semble illogique de rapprocher ce type artificiel du groupe Z 
naturel. 
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Tasieau V. 


ACTION ; 
TYPES DE BASE des phages déterminants TYPES ARTIFICIELS 
extraits des types suivants obtenus 


Type 1. Phage unique du type 2. Type 3. 


Phage peidas du type3a| Type 3a (moins 36). 
(moins 35). 

Type 3a. Phage primaire du type Type 3al. 

3a4 (commun aur deux 

groupes B. 4305 et B. 624). 


Phage unique du type Type B.A.O.R. 
B.A.O.R. gl ae 


Phage primaire du type Type Beccles. 
Beccles. 

Phage primaire et phage Type Taunton. 
secondaire du type Taun- 
ton. 

Phage primaire et phage Type Dundee. 
secondaire du type Dundee. 


Phage primaire du type Groupe Z (?). 


Type lysogéne B.A.O.R. | pindee 


(phage primaire), Beccles (phage primaire), Taunton (phage pri- 
maire) et Dundee (phage primaire). La sérologie et l’étude de 
la gamme d’activité nous avaient déja indiqué cette parenté. 
Remarquons, par exemple, que ces différents phages agissant 
sur le type 3 b le transforment, tous, en un type stele au type 
Beccles. Cependant, ils ne sont pas identiques : lorsqu’on les 
fait agir sur le type 1, les cultures obtenues fournissent 3 schémas 
atypiques différents : le phage extrait de 3 a (moins 3 b) éteint la 
sensibilité du type 1 aux phages Vi, 3 a 1 et 3 b, le phage extrait 
des types 3a1 et Beccles et Dundee, rendent le type 1 résistant 
aux phages Vi, 3b et Beccles et le phage primaire extrait du 
type Taunton supprime les réactions aux phages Vi 3a, 3al, 
3 b, Beccles et Taunton. 

Enfin, les mémes phages de lysogénéité, agissant sur le type 3 a, 
conférent a ce type une résistance aux phages Vi 1, 2 et 3b, 
c’est-a-dire un schéma analogue a celui du type 3a 1. Toutefois, 
le phage extrait du type Beccles n’éteint que la réaction au 
phage Vi 3 b (schéma atypique). 

Cette différence dans le comportement de leurs cultures secon- 
daires donne a chacun des phages de lysogénéité une certaine 
individualité, Les mémes tableaux font ressortir l’autonomie 
compléte des phages extraits des types 2 et B. A. O. R. 
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3° Les tableaux montrent que la présence de deux bactério- 
phages est nécessaire pour déterminer l’appartenance aux types 
Taunton et Dundee : le phage primaire, extrait de l’un ou I’autre 
de ces types, si on le fait agir sur le type 3 b, le change en type 
Beccles, alors que l’action conjuguée des phages primaires et 
secondaires, extraits de ces types, transforment le type 36 res- 
pectivement en type Taunton et Dundee. Au contraire, du 
type 3a 1 (groupe B. 624), on a pu extraire deux phages. Seul 
le phage primaire provoque la transformation du type 3a en 
type 8a1. Le phage secondaire ne parait pas jouer un réle dans 
cette transformation. Il y a donc, chez les types lysogénes, deux 
catégories de phages: les phages qui commandent l’apparte- 
nance au type (phages déterminants) et les phages dénués 
d’influence sous ce rapport (phages indifférents). Ces phages 
indifférents se comportent donc comme certains phages de conta- 
mination qui n’altérent pas le type. 


Sranttite&. — ‘Les types transformés artificiellement peuvent, 
en général, subir de nombreux repiquages (plus de 30) sans 
modification. 

Dans de rares exceptions, cependant, aprés une dizaine de 
repiquages, on a constaté un fléchissement de la lysogénéité 
acquise, aaccompagnée d’une diminution de la résistance aux 
phages Vi. 

L’action du formol, signalée plus haut, accélére parfois ce 
retour 4 la sensibilité : une culture du type artificiel 3 a 1, obtenu 
par l’action du phage extrait du type 3a1 sur le type 3 a, traitée 
par le formol, a redonné les réactions du type 3 a. 

Des cultures du type B. A. O.R. naturel, transformées en 
groupe Z par le phage primaire extrait du type Dundee, ont 
redonné, aprés formolisation, le type B. A. O. R. initial. Remar- 
quons que le type B. A. O. R. est lysogéne et que le formol n’a 
altéré ni sa lysogénéité naturelle, ni sa gamme de sensibilité aux 
phages Vi, alors que le groupe Z artificiel obtenu a partir du 
type B. A. O. R. n’a pas résisté a l’action inhibitrice de cet anti- 
seplique. 

Les types obtenus artificiellement ne présentent done pas la 
stabilité remarquable des types naturels. 

Lorsque des cultures, destinées a la lysotypie, se trouvent 
sous une forme dégradée (souches déficientes en antigéne Vi, 
forme R, etc.), la méthode de Felix et Callow n’est généralement 
d’aucun secours. On peut concevoir que les types de ces cultures 
puissent étre cependant indirectement identifiés par l’étude de 
leurs phages de lysogénéité, en admettant naturellement qu’une 
culture ayant subi la transformation S> R conserve intact son 
matériel de lysogénéité. 
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L’élude de la lysogénéité peut également aider a différencier 
des types encore inconnus. A l’appui de cette affirmation, rap- 
pelons que nous avons pu individualiser le type 3b (moins 
Beccles et Taunton) avant que son identité avec le type B. A. O. R. 
nous eut été confirmée par Felix et Callow. 


Discussion. 


Le réle de la lysogénéité dans la diminution de la sensibilité 
aux bactériophages utilisés pour la lysotypie de S. typhi a été 
entrevue par Craigie (1942, 1946) : 

« Some untypable Vi strains carry a potential lytic agent or 
bacteriophage termed « gamma agent » by Craigie (1942) [4]. 
The resistance of these strains to Vi phage II appears to be a 
phenomenon analogous to the interference effect known to occur 
between certain plant or mammalian viruses (Craigie, 1946) [5]. 

Cet auteur cite 4 ce sujet les exemples suivants: 1° l’agent 
gamma, extrait d’un type D de S. typhi, rend résistantes aux 
phages Vi spécifiques les cultures Vi des types A et E 1; 2° l’agent 
gamma, provenant d’une souche D1, pouvait servir 4 trans- 
former le type E en type D 1. Craigie estime cependant qu’un tel 
changement de type, facilement obtenu in vitro, ne doit pas se 
produire avec quelque fréquence au cours des épidémies de 
fiévre typhoide. 

Williams Smith (1948) [6], étudiant le rdle éventuel de Ja lyso- 
généité dans la subdivision excessive des staphylocoques par la 
méthode de Wilson et Atkinson (1945) [7], confirme les observa- 
tions de ces auteurs et conclut que les différences apparentes 
entre ces staphylocoques peuvent étre dues, en fait, 4 une phago- 
résistance acquise. « Since a considerable proportion of strains 
are lysogenic and hence resistant, it is clear that the classification 
of staphylococci by phage methods is dependent to a conside- 
rable extent, on the past experience of the organisms, with regard 
to phage infection. For example, two strains that are identical 
apart from the fact that one of them has acquired a resistance 
to a phage may be classified as two different phage types ». 

Contre cette maniére de voir, Rountree, 1949 [8], affirme que 
les phages de lysogénéité sont sérologiquement différents, des 
phages employés pour la lysotypie des staphylocoques, et elle 
conclut que les différences de sensibilité des staphylocoques aux 
phages spécifiques des types ne doivent pas étre rapportées en 
premier lieu A la lysogénéité, mais & des facteurs encore 
inexpliqués. 


Dans l’espece S. paratyphi B, Nicolle, Grabar et Gibert, 
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1946 [9] ont trouvé 22 souches lysogénes sur 31 souches exa- 
minées. Vingt souches portaient un phage sérologiquement iden- 
tique, le phage 1 et les deux autres un phage différent, le phage 2. 

Les souches considérées A ce moment-la comme non lysogénes 
étaient sensibles a ces deux phages. Les souches porteuses du 
phage 1 étaient sensibles au second, mais résistantes au premier 
et inversement. La lysogénéité et la lysosensibilité ne sont donc 
deux états incompatibles dans les conditions habituelles que lors- 
qu’on les envisage par rapport 4 un méme bactériophage. 

D’autre part, la majorité des bactériophages utilisés pour la 
lysotypie de S. paratyphi B ont été obtenus a partir de cultures 
lysogénes de cette espéce (Felix et Callow, 1943) [40]. Il était 
logique de penser que certains de ces phages de lysogénéité, 
contrairement a ce que Rountree a constaté dans les cas des sta- 
phylocoques, devaient étre sérologiquement identiques ou plus ou 
moins apparentés aux autres phages portés par les cultures lyso- 
génes. I] nous a paru alors évident que la lysogénéité des cultures 
de S. paratyphi B, plus variée et plus fréquente que nous n’avions 
été en mesure de le montrer dans |’étude limitée que nous 
avions faite en 1946, devait jouer un réle de premier plan dans 
’appartenance de cette espéce aux différents types de Felix et 
Callow. 

Nos expériences de reconstitution artificielle des types lyso- 
génes par l’action des phages de lysogénéité sur les types consi- 
dérés comme non lysogénes constituent la contre-épreuve de 
l'étude analytique des souches naturelles que nous avons rapportée 
dans notre premier mémoire. 

‘La lysogénéité explique donc dans une certaine mesure les 
différences observées, chez les divers types lysogénes, dans leur 
gamme de sensibilité aux phages de la lysotvypie. Elle n’explique 
pas cependant pourquoi chaque type lysogéne ne peut étre artifi- 
ciellement obtenu qu’a partir de l’un des trois types de base 
a Vexclusion des deux autres. Elle n’apporte aucun éclaircisse- 
ment au probléme des lysosensibilités distinctes constatées chez 
ces 3 types. 

Quels sont done les facteurs qui impriment leur individualité 
a ces 3 types de base ? 

Ne seraient-ils pas, du moins l’un ou J’autre d’entre eux, por- 
teurs d’un phage inactif sur l’espéce paratyphique B, mais actif 
sur d'autres Salmonella ? A ce sujet, il faut rappeler que Schol- 
tens [44] a trouvé chez le type 1 un phage actif sur S. dublin n° 65. 
Ou bien, n’aurait-on pas affaire ici A un cas de « cryptolysogé- 
néité » semblable a ceux qui ont été signalés par Lominski, 
1938 [42], ou encore a des facteurs purement bactériens, physio- 
logiques, antigéniques ou biochimiques, ou purement bactério- 
phagiques, d’ordre mutationel ? 
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Les 7 types lysogénes de S. paratyphi B ont pu étre préparés 
artificiellement, a partir de l’un ou l’autre des 3 types admis 
provisoirement comme non lysogénes, a |’exclusion des 2 autres, 
par contamination avec les phages extraits des types lysogénes. 
Chacun de ces 3 types apparait donc comme le chef de file d’une 
famille de types. La lysogénéité, dans ses divers états, explique 
partiellement les différences de la lysosensibilité présentée par 
les divers types vis-a-vis des phages utilisés pour la lysotypie. 

Cependant, elle n’explique pas l’existence des 3 types de base, 
ni le groupement des types lysogénes en 3 familles ayant chacune 
un type de base différent. Il faut bien admettre, indépendamment 
de la présence possible d’un phage actif hors de l’espéce, ou 
d’un phage de cryptolysogénéité, l’existence d’un ou de plusieurs 
facteurs purement bactériens (2). 
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INFLUENCE DU STOCKAGE 
SUR LA VITALITE DU VACCIN BCG 


par Konrao BIRKHAUG (*). 


(Laboratoire du BCG au Service de Santé 
de I’ Etat de New-York, a Albany.) 


On admet généralement que le pouvoir antigene du BCG 
dépend du nombre de germes viables que contient le vaccin, de 
leur multiplication et de leur dissémination dans ]’organisme du 
sujet vacciné. Nous avons déja eu l’occasion de constater que 
pour trouver le plus grand nombre de germes vivants (ou d’agglo- 
mérats de germes vivants), il faut s’adresser a des cultures de 
BCG sur milieu de Sauton agées de 7 a 11 jours; les cultures 
de cet Age contiennent, en effet, au moins deux fois plus de 
bacilles vivants que les cultures sur le méme milieu agées de 
20 a 30 jours, employées pour la préparation du vaccin d’aprés 
la technique de Calmette. Les recherches concernant le nombre 
de germes vivants dans le vaccin BCG sont rares et leurs résultats 
sont contradictoires. Ainsi Aronson constate que « la vitalité des 
germes contenus dans le vaccin BCG diminue rapidement aprés 
cing 4 sept jours et continue de diminuer ensuite, comme on peut 
s’en rendre compte par des ensemencements, par le pouvoir 
tuberculogéne du vaccin et par la consommation d’oxygéne de 
ce méme vaccin ». Dubos et Fenner ont cultivé du BCG en 
profondeur dans un liquide contenant du Tween 80 et une fraction 
soluble de sérum humain chauffé. Des cultures de ce genre pro- 
duisent, entre leurs mains, quand elles sont Agées de 8 jours et 
ont été maintenues ensuite pendant six semaines & la glaciére, 
36 x 10° colonies par centimétre cube de culture. 

Nous avons, depuis septembre 1946, dans notre service, employé 
une méthode de culture standardisée pour la production hebdo- 
madaire de lots de vaccin BCG en utilisant des cultures sur milieu 
de Sauton agées de 10 4 11 jours. Jusqu’a présent 204 lots consé- 
cutifs de vaccin fraichement préparé ont été ensemencés pour 
contréler le nombre de germes vivants et, en outre, le méme 
controle a été effectué avec des vaccins gardés a la glaciére (2° a 
4°) jnsqu’a 3 ans 1/2. Nous voudrions, aujourd’hui, décrire 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1° février 1951. 
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l’influence de ce stockage du vaccin sur la vitalité des germes 
qu’il contient. 


MATERIAUX ET METHODES. — Les 60 premiers lots hebdomadaires 
consécutifs de vaccin ont été préparés chacun en partant d’environ 
6 4 10 g de culture BCG (poids aprés essorage). Les masses de 
culture furent homogénéisées par rotation dans des flacons 
contenant 1 kg de billes en acier inoxydable de 4 mm de diamétre 
et 0,500 kg de billes de 3 mm de diamétre ; la rotation était faite 
4 la main a environ 30 rotations par minute. Aprés trois minutes 
de rotation, la masse de culture était transformée en une pate 
huileuse adhérente aux parois du cylindre et aux billes métal- 
liques. Aprés avoir ajouté 10 cm* de liquide de suspension (une 
partie de Sauton et trois parties d’eau physiologique), on conti- 
nuait la rotation pendant trois minutes environ ; on ajoutait enfin 
la quantité de liquide nécessaire pour obtenir une suspension de 
BCG dosée 4 20 mg par centimétre cube et on continuait encore 
la rotation pendant cing minutes. La suspension contenant 20 mg 
de BCG par centimétre cube est utilisée pour Ja vaccination trans- 
cutanée de l’homme. Des frottis préparés avec cette suspension 
révélent des bacilles acido-résistants minces et granuleux répandus 
parmi des agglomérats plus ou moins grands, dont certains 
contiennent plusieurs centaines de germes. Sur ces frottis nous 
avons trouvé trés peu de bacilles fragmentés ou non acido- 
résistants. Les 144 derniers lots hebdomadaires consécutifs de 
vaccin proviennent chacun d’environ 20 mg de culture de BCG 
et furent broyés avec 1,500 kg de billes métalliques de 4 mm de 
diamétre et 1,500 kg de billes de 3 mm de diamétre. Le broyage 
eut lieu cette fois non plus a la main, mais a |’aide d’un moteur 
électrique permettant 60 rotations par minute. Ayant remarqué 
que la glycérine posséde une légére activité bactéricide sur le 
BCG, nous avons modifié la composition du milieu liquide de 
suspension en choisissant une part de Sauton sans glycérine 
et trois parts de solution tampon phosphatée a pH 7,2 qui a 
donné, au cours de nombreux tests, des résultats satisfaisants. 
Le temps de broyage lui-méme a été légérement prolongé en ce 
sens gue nous avons commencé par cing minutes de rotation de 
la masse de culture, cing minutes aprés avoir ajouté du liquide, 
juste de quoi couvrir. les billes métalliques et finalement dix 
minutes aprés avoir ajouté la quantité de liquide suffisante pour 
obtenir la concentration de 20 mg de BCG par centimétre cube. 
Les frottis de cette suspension nous ont montré la méme distri- 
bution irréguliére de bacilles acido-résistants et granulaires indi- 
viduels répartis entre des amas plus ou moins volumineux, dont 
certains contiennent plusieurs centaines de bacilles. La prolon- 
gation du broyage n’a pas produit un plus grand nombre de 
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bacilles fragmentés ou non acido-résistants que les broyages 
précédents moins prolongés. I] est évident que le nombre de 
colonies, produit par l’ensemencement de ces suspensions de 
BCG contenant des amas, ne correspond pas au nombre exact 
de germes viables, présents dans chaque lot de vaccin, mais 
représente plutot la dispersion moyenne d’amas de BCG qui se 
trouvent dans le vaccin frais ou stocké a la glaciére. 


VITALITE DU VACCIN FRAICHEMENT PREPARE. — Pour déterminer 
le nombre d’amas de BCG vivants présents dans chaque lot hebdo- 
madaire de vaccin fraichement préparé, le vaccin fut d’abord 
dilué dans de l’eau physiologique de facon a contenir 1 mg de 
BCG par centimétre cube, et ensuite dilué chaque fois dix fois 
pour obtenir finalement des dilutions au 1/100 000, 1/1 000 000 et 
1/10 000 000, puis 1 cm* de chacune de ces dilutions fut ensemencé 
sur 5 grands tubes de milieu a l’ceuf de Lowenstein (0,2 cm® par 
tube). Les tubes furent placés en position horizontale a l’étuve 
a 37°5 pendant environ cing heures pour permettre a l’excés de 
liquide de s’évaporer presque complétement ; les tubes étaient 


TaB.eAu I. — Vitalité du vaccin BCG fraichement 
préparé en partant de cultures sur Sauton agées de 10 4 14 jours. 


Analyse statistique du nombre de colonies qui se sont développées sur milieu 
de Lowenstein ensemencé avec la dilution au 4/1 000 000, dans l’eau physio- 
logique, d’une suspension de BCG dosée 81 mg par centimétre cube. (120 cultures 
dans chaque groupe.) 


LOTS HEBDOMADAIRES NOMBRE SACP EPIUIES 
de vaccin BCG de colonies 
t P 
Are Ae Ao* Semaine eee 45 + 5,39 (4) 
1328 240 “SeMaine -p. wes 444+ 6,25 0,462 0,87 
25° & 36° semaine. ... . 52 + 14,49 4,715 0,10 
37¢ & 48° semaine. .... 47 7,49 0,735 0,47 
49° 8" (60*ssemainenuns es 44 + 12,09 0,245 0,82 
64° 4 72° semaine... .. 46== 9,39 0,294 Ooty 
73° & 84° semaine. ... . 38+ 7,00 2,450 0,03 
85° & 96° semaine. ... . 41-E 8,78 0,612 0,55 
Sie a dO8e semaine we Sica Goo 2,695 0,02 
409° a 420° semaine. .... 38 == 6,32 2.694 0,02 
424° & 132° semaine 48+ 8,71 0,906 0,38 
133° & 444° semaine. .... 43 = 3,88 0,808 0,42 
445° & 156° semaine. ... . 63 + 24,40 2,205 0,503 
457° & 168° semaine. .... ADVERT 25 0,612 0,55 
169° a 180° semaine. ... . 64 + 23,20 2,480 0,04 
481° & 492° semaine. .... 68 + 21,03 3,330 < 0,04 
493° & 204° semaine. .... ies Westy 2,709 0,02 


(1) Déviation moyenne: + standard de la moyenne ; Forte déviation en allongées. 


INFLUENCE DU STOCKAGE SUR LA VITALITE DU BCG 344 


alors bouchés au caoutchouc et placés la face en bas. Les colonies 
furent dénombrées aprés quatre a huit semaines d’incubation 
ARS oD: 

Le tableau I représente le nombre de colonies de BCG produit 
dans 5 tubes pour chaque dilution au 1/1 000 000 en série double. 
Pour l’analyse statistique, 12 dénombrements de colonies hebdo- 
madaires sont réunis en un groupe comprenant au total 120 cul- 
tures individuelles de la dilution au 1/1000 000. On voit que la 
variation moyenne s’étend entre 837 + 6,33 A 68 + 21,08 colonies, 
avec une moyenne de 48 + 10,55 colonies pour le groupe entier 
des 204 lots hebdomadaires de vaccin. I] s’ensuit que des vaccins 
fraichement préparés d’aprés les méthodes de culture et de récolte 
standard, et en utilisant des cultures agées de 10 a 11 jours, 
contiennent une population de germes BCG vivants ou d’amas 
de germes plus ou moins stable. 


VITALITE pu vaccin BCG stockk a 2 a 4°. — Aronson a examiné 
les effets du stockage sur la viabilité des suspensions de BCG 
dosées 4 1 mg par centimétre cube dans du Sauton dilué au 1/3 
ou dans une solution tampon phosphatée a pH 7,2, en recherchant 
Je taux minima du vaccin produisant encore un développement 
dans le milieu de Dubos contenant du Tween 80 et une fraction 
soluble de sérum humain chauffé. Les résultats obtenus par 
Aronson furent 4 peu prés les mémes pour les deux liquides de 
suspension : développement d’une dilution au 1/1 000 000 quand 
i! s’agissait de vaccin A4gé de 3 jours, d’une dilution au 1/100 
dans le cas de vaccin 4gé de 6 a 12 jours, de la dilution au 1/10 
pour du vaccin agé de 22 jours et plus de développement du tout 
quand le vaccin était 4gé de 25 jours et était suspendu dans du 
Sauton dilué, et, au méme Age, développement de la dilution 
au 1/10 quand le vaccin avait été suspendu dans la solution tampon 
phosphatée et avait été stocké soit a 4° soit a 20°. 

Nous suivons dans notre service une régle, qui veut qu’une 
ampoule de 12 cm? de chaque lot de vaccin BCG dosé a 20 mg 
par centimétre cube, et une de vaccin dosé 4 1 mg par centimetre 
cube, soient gardées indéfiniment 4 la glaciére a 2 a 4°. Des 
ampoules de vaccin, ainsi stockées pour une durée allant jusqu’a 
trois ans et demi, furent vigoureusement secouées a la main 
pendant dix minutes et des ensemencements de dilutions progres- 
sives, préparées comme nous l’avons exposé plus haut, furent 
effectués dans le miliew de Dubos ct sur milieu de Lowenstein 
(1 cm® et 0,2 cm? respectivement de Ja solution au 1/1 000 000). 
Les cultures furent examinées. simultanément aprés quatre a hut 
semaines d’incubation, les cultures dans le Dubos par examen 
microscopique et par repiquage, les cultures sur Léwenstein par 
le dénombrement des colonies. Le tableau II montre les résultats 
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de ces examens. On voit que le milieu de Lowenstein donne un 
nombre de résultats positifs plus élevé que le milieu de Dubos. 
Celui-ci nécessite probablement un nombre de germes vivants plus 
élevé pour permettre le développement de la culture en profon- 
deur, que le milieu de Lowenstein pour la culture en surface. 
Il est également évident, quand on se place dans les conditions 
expérimentales adoptées par nous, que la perie en germes viables 
ou en amas viables, dans du vaccin stocké 4 2 a 4°, est trés 
inférieure a celle constatée par Aronson. En effet, a peu prés 
50 p. 100 de bacilles BCG vivants se trouvent encore dans du 
vaccin 4gé de 3 semaines, 2 p. 100 dans du vaccin Agé d'un an. 
Nous sommes actuellement occupé 4 déterminer le pouvoir tuber- 
culogéne de vaccin stocké, contenant des germes BCG vivants et 
morts. 


TasLeau Il. — Vitalité du vaccin BCG stocké 4 2 4 4° jusqu’a 3 ans. 


DENOMBREMEST 


VACCIN DUREE 


Lot n° du stockage 


des colonies 
par cm? 
de dilution 
de suspensions 


POURCENTAGE 


du taux 


DEVELOPPEMEAT 

du vaccin BGC 

dilué en milieu 
de Dubos 


dosées 41 mg 
de BCG 
par cm 


de survie 
(frottis) 


Frais. 

4 jour. 

2 jours. 

3 jours. 

4 jours, 

5 jours. 

6 jours. 

7 jours. 

semaines. 

semaines. 
semaines. 
semaines. 

3 mois. 

6 mois. 
mois. 
an. 
ans. 
ans. 
ans 4/2. 


49 X 10° 
45 X 10° 
41 X 10° 
46 X 10° 
37 X 10° 
44 X 10° 


a ee 


a 


Résumé. — Du vaccin BCG, produit d’aprés les méthodes de 
culture et de récolte standardisées en utilisant des cultures sur 
Sauton agées de 10 a 11 jours, contient approximativement 
50 000 000 de germes vivants ou d’amas de germes vivants par 
milligramme de culture essorée. La perte en germes vivants ou 
en amas vivants, dans du vaccin suspendu dans un liquide sans 
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glycérine et stocké a la température de 2 a 4°, n’est pas rapide 
mais augmente graduellement avec l’Age, comme le montrent les 
ensemencements. 
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ETUDE CYTOLOGIQUE DE EWDOSPORUS FILAMENTOSUS 
(POCHON ET CHALVIGNAC 1950) 


par J. POCHON et M's M.-A. CHALVIGNAC. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Microbie technique.) 


Nous avons isolé et décrit une espéce bactérienne aérobie nou- 
velle, isolée du sol : Endosporus filamentosus (1). Cette bactérie 
présente un polymorphisme accentué avec formes bacillaires 
courtes et formes longues, filamenteuses, les unes et les autres 
pouvant évoluer vers l’autolyse. Les germes sporulés sont rares 
et apparaissent tardivement dans les cultures. 

Ces caractéres particuliers nous ont incités a faire son étude 
cytologique détaillée. 

Dans ce but, les cultures ont été réalisées sur plaques de 
gélose-amidon et des prélévements faits par apposition sur 
lame aux intervalles suivants : 10, 20, 30, 40 et 50 minutes, 1, 2, 
3, 4, 5,-6; 7, 10; 13, 16, 20,24, 367,40. = G0ghetres sh waiburs. 
Les lames ont été fixées aux vapeurs osmiques ; les préparations, 
aprés hydrolyse chlorhydrique, ont été colorées au Giemsa 
(technique de Robinow). 

Jusqu’a la quarantiéme heure linterprétation des examens 
est relativement facile : la multiplication se fait selon le schéma 
classique. Stades A 2, 4, 8 noyaux. Le retard de la division 
cellulaire sur la division nucléaire peut étre considérable puisque 
lon trouve des formes a 14 noyaux, toujours groupés par 
paire (fig. 1). A tous ces stades |’évolution peut se faire vers 
l’autolyse : le germe devient peu colorable, les granules chro- 
matiques sont irréguligrement répartis, deviennent trés petits, 
véritable poussiére dans une ombre de microbe. Cet aspect est 
surtout manifeste au centre des colonies, ot les germes, tassés 
les uns contre les autres, sont trés gréles, ont un cytoplasme 
a peine visible, si bien que l’on ne voit guére qu’un amas de 
granules d’abord colorés en bleu intense, puis de plus en plus 
pales pour ne plus réaliser qu’un nuage bleuatre (fig. 2). 

Vers la quarante-cinquiéme heure apparaissent les formes fila- 
menteuses (fig. 3), extrémement longues, traversant un champ 
microscopique entier. [Les unes ont une structure nucléaire 
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absolument normale et a grains nettement individualisés et 
groupés par paire ; les autres, évoluant vers ]’autolyse, sont mal 
colorées ; les granules sont irréguliérement répartis ; lorsque 
lautolyse est compléte, on ne note plus qu’un filament rose pale, 


avec une poussiére chromatique ou méme sans chromatine (fig. 4 a 
et 4 b). a 

C’est également vers la quarante-cinquiéme heure que l'on peut 
noter des proliférations secondaires, a la périphérie des colonies, 
caractérisées par des germes plus volumineux, a protoplasme 
intensément coloré en rose, a noyau peu visible, souvent en 
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batonnet. On suit trés bien cette transformation en déplagant la 
préparation depuis le centre jusqu’é la périphérie de la colonie 
(fig. 5a et 5 b). 

Enfin, peuvent apparaitre assez précocement, vers la troisiéme 
heure, des formes assez longues, 4 un seul noyau central qui nous 
semble devoir étre interprété comme un stade de condensation, 
de réorganisation, pluté6t que comme un stade banal 4 un noyau 
au cours des phénoménes normaux de division (stade que nous 
avons observé dans des cellules courtes). Ce noyau central se 
divise en deux, avec pont chromatique, chacun des deux noyaux 
migrant progressivement aux extrémités de la cellule. Des formes 
assez longues A 3 noyaux (un centra] et deux polaires) ont été 
observées sans que nous en puissions donner d’interprétation 
satisfaisante. 

I] ne nous a malheureusement pas été possible de mettre en 
évidence, sur ce milieu et dans ces conditions, d’images de sporu- 
lation. Cependant, deux ou trois cellules, insuffisantes pour pou- 
voir donner une description précise, laissent supposer que la 
spore se forme autour d’un grain chromatique avec élimination 
des autres grains de la cellule végétative. 

Par contre, en prélevant des colonies anciennes (deux mois) 
sur Ssilico-gel, aprés fixation a l’alcool-formol, inclusion a Ja 
paraffine et coupe au microtome, nous avons trouvé, noyées dans 
le mucus, de trés nombreuses spores ovalaires, mais toute image 
de formes végétatives avait disparu aussi bien 4 la périphérie, 
qu’au centre de la colonie (fig. 6). 
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REMARQUES SUR LES RECHERCHES RELATIVES 
A L’ACTION 
DE CERTAINES SUBSTANCES ANTIPARASITAIRES 
SUR LA MICROFLORE DU SOL 


par J. POCHON, Mze J. LAJUDIE et M"* O. COPPIER. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de’ Microbie technique.) 


Depuis Vutilisation, en agriculture, de substances nématocides, 
insecticides et fungicides, des recherches ont été consacrées a 
-Vaction de ces corps sur la microflore du sol; une action anti- 
septique sur les bactéries ne pouvait étre éliminée a priori, qui 
eut été préjudiciable a V’équilibre biologique des sols traités, 

Nous avons, en 1948 [4], étudié l’action de Vhexachlorocy- 
clohexane (mélange des isoméres), du dichloropropane-dichloro- 
propyléne et du bromure d’éthyléne et avons conclu, aprés des 
expériences en pots sur deux lots de terre, a ]’innocuité de ces 
corps sur la microflore et méme a leur action stimulante sur cer- 
tains groupements physiologiques (Azotobacter, ferments nitreux). 
Les quelques travaux publiés depuis aboutissent sensiblement aux 
mémes conclusions. 

Nous avons repris cette étude, sur une plus grande échelle, sur 
deux types de terres betteraviéres provenant de Belgique (1) 
ayant recu, en différentes parcelles, les traitements suivants 
D. D., 800 kg a V’ha-D. D., 400 kg a l’ha-D. D., 800 kg a ha, 
associé 4 H.C.H., 0,700 kg a V’ha-H. C. H., 0,700 kg a I’ha- 
phossol (4 2 p. 100 de thiophosphate de diéthyle et paranitrophe- 
nyle), 500 kg a l’ha, associé 4 H.C. H., 0,700 kg a l’ha-penta- 

chlorophénol, 333 1 a Vha. De plus, pour chacun de ces types 
de terre, une parcelle était laissée sans traitement, comme témoin. 

Pour chaque parcelle nous avons recherché : 

1° La richesse en bactéries appartenant aux groupes physiolo- 
giques suivants : 

a) Azotobacter : technique de Winogradsky ; pourcentage de 
grains de terre donnant une culture sur plaque de silico-gel au 
pyruvate de sodium. 


(1) Ces terres nous ont été fournies par |’Institut Belge pour )’Amé- 
lioration de la betterave, que nous tenons a remercier ICI. 
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b) B. cellulolytiques aérobies : technique de Winogradsky ; 
pourcentage de grains de terre donnant une culture sur plaque de 
silico-gel recouvert d’une feuille de papier-filtre. 

c) B. nitrificatrices : technique de Winogradsky ; pourcentage 
de grains de terre donnant une culture sur plaques de silico-gel 
aux sels d’ammonium ou aux nitrites. 

2° La richesse de la microflore totale : 

a) Par microscopie directe (technique de Jones et-Mollison). 

b) Par ensemencements, aprés dilution, sur plaques de gélose 
a Vextrait de terre. 

Les résultats de ces expériences, qui représentent un nombre 
considérable de numérations (toutes ont été faites en triple et 
chacune d’elles sur trois séries de plaques), sont décevants, mais 
méritent cependant d’étre signalés car ils montrent la complexité 
du probléme. 

Tout d’abord ils mettent bien en évidence Virrégularité des 
techniques de numération (tous les auteurs sont d’ailleurs d’accord 
sur ce point) vraisemblablement en rapport avec l’hétérogénéité 
de la terre, quelles que soient les précautions prises. Ces irrégu- 
larités se voient aussi bien dans les numérations par culture que 
dans celles par microscopie directe. Avec cette derniére technique 
sont comptés aussi bien les germes morts que les germes vivants, 
mais il n’y a aucun rapport constant entre les chiffres fournis par 
les deux méthodes de numération (fait déja signalé par Gray et 
Thornton [2]. 

Par ailleurs, dés que l’on quitte les expériences en pots ou en 
terres laissées en jachére, pour travailler sur des terres en culture, 
les interréactions de facteurs innombrables interviennent qui 
rendent l’interprétation des résultats aléatoire. 

Il nous semble inutile de donner le détail de nos résultats, mais 
seulement les moyennes obtenues (voir tableau). 

Ces résultats semblent indiquer que les différentes substances 
utilisées ont pratiquement la méme action sur la microflore, qu’il 
s’agisse des divers groupements physiologiques (fixateur, cellu- 
lolytique, nitrificateur) ou de la microflore totale. Cette action 
varie suivant le type de terre. 

Pour, la terre, A. (N- total = 1,38 p. 100, © =) 1k. ip.) 100) 
C/N = 10) cette action est nulle. Pour la terre B (N total = 
1,12 p. 100, C = 19 p. 100, C/N = 17) cette action est plutdt 
dépressive en ce qui concerne les mémes groupements physiolo- 
giques, alors qu’elle est faible ou nulle sur la microflore totale. 

On peut noter, ce qui est d’ailleurs classique, que la numéra- 
tion sur plaques, qui ne compte que les germes vivants, donne 
toujours des chiffres inférieurs 4 ceux fournis par la numération 
directe, qui donne les germes vivants et morts. Une trés grande 
différence entre les deux chiffres indiquerait une action toxique 
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Terre A: 
Témoin A . 41 | 38 | 64 | 37 | 4 100 000 000} 6 400 000 000 
Cs oka ma D.D. 800 kg parha +yH.C.H./ 25 | 45 | 44 | 37 |3 000 000 000| 7 400 000 000 
0,7 kg par ha. 
ho ACRES tees y A. C.H. 0,7 kg par ha. 45 | 30 | 78 | 41 | 4 400 000 000} 4 400 000 000 
Sours fe BAte Phos 500 kg par ha +/ 43 | 44 | 63 3 875 000 000} 5 000 000 000 
y H.C.H. 0,7 kg par ha. 
Terre B: 
Témoin B . 10 | 47 | 38 | 31 | 2 200 000 000| 6 500 000 000 
WO. Si Nopes. Shell D.D. 800 kg par ha. Oo 8 | 13 | 4 600 000 000) 2 100 000 000 
Doers ats arent Pentachlorophénol. 333 litres} 4 | 41 | 67 | 37 | 2 250 000 000; 3 700 000 000 
par ha. 
Os Sekheee pae6 Shell D.D. 400 kg par ha. 3 | 52 | 27 | 27 | 2 700 000 000} 6 000 000 000 
| 


Terre A: provient de Ezmael-les-Tirlemont. Terre B ; provient du Jardin d'essais de l'Institut a Tirle- 
mont. Les quatre premiéres colonnes indiquent la proportion sur cent de grains de terre donnant une culture. 


énergique ; c’est le cas, dans nos expériences, du lot 38, traité au 
phossol. 

Mais il nous parait surtout utile d’insister sur le caractére 
comparatif de ces essais, et donc sur la nécessité d’opérer tou- 
jours en présence de témoins rigoureux, les mémes parcelles, 
pour chaque terre, recevant le méme traitement. Il n’en est pas 
moins vrai que l’agrobiologiste est encore mal armé, au point 
de vue technique, pour l’étude quantitative des processus biolo- 
giques au sein du sol. 
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RECHERCHES SUR LE TACTISME LEUCOCYTAIRE. 
EFFET REMARQUABLE DE L’HUILE D’OLIVES 


par A. DELAUNAY, Jacqugtine LEBRUN, Suzanne BAZIN et R. ROBINEAUX (°). 


(Institut Pasteur.) 


Des polynucléaires de cobaye, mis en suspension dans du sérum 
homologue frais et déposés sur une lame a la surface de laquelle 
ont été fixés par dessiccation des grains d’amidon de pomme de 
terre, se dirigent activement vers ces grains. Dés qu’ils les ont 
atteints, ils s’accolent a leur surface en prenant la forme de 
croissants réguliers. Nulle technique, & notre avis, n’est plus 
pratique pour étudier les phénoménes de chimiotactisme leuco- 
cytaire [4]. 

Dans des notes antérieures, nous avons pu montrer qu’entre 
lame et Jamelle le déplacement orienté des globules blanes exige, 
pour se produire, un milieu de suspension convenable. En fait, 
nous n’avons jamais observé de migration leucocytaire lorsque 
les cellules étaient placées dans une solution simplement minérale 
(eau physiologique). Pour se diriger vers les grains d’amidon, 
les polynuciéaires doivent se trouver dans un milieu sérique. Le 
sérum utilisé ne doit pas étre nécessairement le sérum homologue 
(on peut se servir par exemple de leucocytes de cobaye et de 
sérum de cheval), mais il faut que ce sérum renferme en quantité 
suffisante deux (au moins) de ses constituants : le complément et 
les sels de calcium. Dans un sérum décomplémenté par vieillisse- 
ment, par chauffage ou par adsorption sur des microbes sensibi- 
lisés, on n’observe jamais de tactisme : les cellules sont vivantes, 
elles demeurent capables d’émettre encore quelques pscudopodes 
mais leur déplacement est pratiquement nul [2]. Tout tactisme se 
trouve aussi complétement inhibé lorsqu’on opére avec un sérum 
dont le calcium a été bloqué (par le citrate de sodium) ow préci- 
pité (par l’oxalate de sodium). Sans doute, dans les sérums 
citratés, Vactivité complémentaire est également abolie [8] mais 
il n’en est pas de méme dans les sérums oxalatés, le complément 
étant ici respecté, On peut donc admettre en conclusion que, pour 
étre capables de manifester in vitro leur sensibilité chimio- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1 février 1951. 
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tactique, les polynucléaires doivent étre dans un milieu qui ren- 
ferme a la fois du complément et des sels de calcium. 

Ceci dit, ajoutons que ces conditions indispensables ne sont pas 
a elles seules suffisantes. Il faut encore que les cellules mises en 
expérience solent dans un état physiologique convenable. Dans la 
communication qui fait suite 4 celle-ci, nous indiquons comment 
nous avons pu avec des effecteurs d’enzymes — et cela sans 
toucher a la constitution normale du milieu sérique — suspendre 
tout chimiotactisme leucocytaire in vitro [4]. Ici, nous rapporte- 
rons les résultats remarquables que nous venons d’enregistrer en 
étudiant action d’huiles diverses sur les polynucléaires du 
cobaye. 

Des polynucléaires de cobaye, présents dans un exsudat péri- 
tonéal de nature inflammatoire et réunis en culot par centrifuga- 
tion, sont remis en suspension dans quelques centimétres cubes 
d’une huile d’olives neutre. La préparation ainsi faite est laissée 
pendant deux heures a la température du laboratoire. Elle est alors 
centrifugée et le culot leucocytaire, aprés lavage avec de |’eau 
physiologique, est repris par du sérum de cobaye frais. Une goutte 
de cette suspension est déposée sur une lame de verre chargée 
de grains d’amidon. Cette goutte est recouverte d’une lamelle. 
Celle-ci est lutée pour éviter toute dessiccation ultérieure. Fina- 
lement, la préparation est placée sur la platine d’un microscope 
et observée dans une chambre-étuve 4 37°. On remarque, dans 
ces conditions, les faits suivants. Les polynucléaires sont morpho- 
logiquement en excellent état mais, arrondis, ils n’émettent sur 
place que quelques courts pseudopodes et ils ne montrent aucune 
tendance 4 se diriger vers les grains d’amidon ; autrement dit, le 
chimiotactisme est nul. Nous avons reproduit un grand nombre 
de fois ce type d’expérience et avec des huiles d’olives de sources 
diverses : le résultat n’a jamais varié. 

I] était évidemment intéressant de savoir si ce phénoméne 
particulier pouvait étre observé, dans les mémes conditions, avec 
des huiles d’une autre nature. Dans un premier temps, nous nous 
sommes servis de l’huile de paraffine et de Vhuile de vaseline. 
En ces cas, le résultat obtenu fut radicalement différent; le 
chimiotactisme observé fut trés beau. Le contact préalable avec 
les huiles ne parut suivi d’aucune conséquence. 

Nous avons alors recommencé les expériences — toujours dans 
des conditions identiques — en mettant en jeu diverses huiles 
qui, par leur nature chimique, se rapprochent davantage de 
Vhuile d’olives, c’est-d-dire I’huile d’amandes douces, l’huile 
d’arachide et |’huile de lin (nous nous servions en tout cas, cela 
va sans dire, de préparations parfaitement neutres). Les résultats 
obtenus furent absolument comparables 4 ceux que nous avait 
fournis l’emploi de l’huile de paraffine et de I’huile de vaseline : 
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cellules d’apparence intacte, trés étalées, chimiotactisme positif 
trés net. ; 

Compte tenu de ces résultats, nous pouvons donc dire qu'une 
seule huile parait capable d’inhiber la sensibilité chimiotactique 
des polynucléaires de cobaye : c’est lhuile d’olives. Comment 
agit-elle ? 

a) Les huiles d’olives que nous avons employées dont le pH 
était rigoureusement physiologique ne peuvent certainement pas 
étre considérées comme des poisons banals pour les globules 
blancs. Les altérations cellulaires produites par un contact de 
dix-huit heures dans ces huiles sont un peu plus marquées que 
celles que l’on observe pour un séjour de méme durée dans 
Vhuile de paraffine, l’huile de vaseline ou Vhuile d’arachide, mais 
elles ne sont pas plus intenses que celles qui sont déterminées 
par V’huile d’amandes douces ou l’huile de lin. 

b) L’huile d’olives supprime-t-elle les migrations leucocytaires 
en modifiant les propriétés de surface des cellules ? Nous le pen- 
serions volontiers car nous avons pu remarquer que les globules 
blanes qui ont subi le contact de cette huile deviennent inca- 
pables, non seulement de se déplacer, mais aussi de saisir des 
corps étrangers, par exemple des microbes. Autrement dit, il 
y a inhibition a la fois du tactisme et de la phagocytose. Sans 
doute nous ne sommes pas parvenus, en étudiant la charge élec- 
trique des leucocytes traités par l’huile d’olives (et aussi bien 
par les autres huiles que nous avons également utilisées), 
a découvrir une modification de l’électrisation superficielle des 
cellules (1). Cela ne suffit pas cependant a indiquer qu’il n’y 
a pas eu adsorption d’un mince film d’huile ou de certaines 
molécules des constituants de l’huile par la surface cellulaire. 

c) Une autre hypothése pourrait encore étre avancée. L’huile 
d’olives est certainement phagocytée par les polynucléaires. 
Peut-étre un de ses constituants normaux — ou encore une des 
impuretés qu’elle renferme — ont-ils modifié l’équipement enzy- 
matique des cellules et de telle maniére que la mobilité cellulaire 
s'est trouvée abolie. En faveur de cette facon de penser, les 
résultats présentés dans le mémoire ci-aprés [4] ne sont pas sans 
plaider. Il faut pourtant remarquer que la sensibilité chimio- 
tactique des cellules qui ont subi le contact de V’huile d’olives 


(1) Les moyennes des mobilités électrophorétiques obtenues (distance 
en y parcourue en une seconde par un leucocyte placé dans un champ 
de 1 volt/cm) ont été les suivantes : 


leucocytes témoins (mis directement dans l’eau physiolo- 


gique) .. vice ea io! oT CU UE RN SPURS Ge dhe emetic et a 0,394 
Leucocytes traités d’abord par l’huile d’olives........ 0,399 
Leucocytes traités d’abord par I'huile de paraffine. . . . . - 0,382 


Leucocytes traités d’abord par I'huile de vaseline... .. . 0,375 
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est a jamais perdue ; or, ce fait n’a presque jamais été observé 
au cours de nos expériences avec des effecteurs d’enzymes : dés 
que ceux-ci sont éliminés du milieu, les cellules retrouvent toute 
leur sensibilité chimiotactique. 

Et puis de quel constituant, de quelle impureté s’agirait-il ? 
Nous ne pouvons pas répondre. Qu’il nous suffise de dire que 
les polynucléaires de cobaye qui ont séjourné deux heures dans 
Voléate de méthyle, dans une faible concentration de twin, dans 
du laurate de méthyle, une fois repris par le sérum homologue, 
restent parfaitement capables de s’étaler et de se mouvoir. Nous 
avons aussi fait diverses expériences en mettant en ceuvre |’alcool 
oléique, l’oléate de sodium, l’acide oléique (dissous dans l’huile 
de paraffine), le glycérol. Toutes ces expériences ont échoué, 
les produits en cause, méme rigoureusement neutralisés, ayant 
entrainé la lyse des cellules. 
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RECHERCHES SUR LE TACTISME LEUCOCYTAIRE. 
ACTION, SUR CE PHENOMENE, 
DE DIFFERENTS EFFECTEURS D’ENZYMES 


par Jacquetine LEBRUN et A. DELAUNAY (’). 


(C. N. R.S. et Institut Pasteur.) 


Inrropuction. — Le tactisme des polynucléaires, tel qu’on peut 
Je mettre en évidence par la technique de J. Comandon [14], 
requiert, pour se manifester normalement, un milieu de suspen- 
sion qui contient 4 la fois des ions calcium et un facteur parti- 
culier, présent dans le sérum frais, dont les propriétés sont iden- 
tiques 4 celles de l’alexine [2, 3, 4]. 

Des recherches plus récentes [5] nous ont appris qu’en dehors 
de ces conditions relatives au milieu, il en existe d’autres se 
rapportant a l’état biochimique de la cellule elle-méme. C’est 
ainsi que le contact de doses non toxiques de cyanure de Na, qui 
ne modifient pas la teneur en Cat++ et le complément du milieu, 
mais qui diminuent le métabolisme respiratoire des cellules, 
inhibent totalement le tactisme. Les leucocytes, cependant, 
recouvrent leur pouvoir chimiotactique, méme aprés un séjour 
prolongé dans le milieu cyanuré, lorsqu’ils sont remis en suspen- 
sion dans du sérum normal. 

Cette action, si frappante, du cyanure de sodium, nous 
a conduits & penser que le tactisme des globules blancs pouvait 
se trouver sous la dépendance de certaines réactions enzyma- 
tiques, et c’est afin de vérifier cette hypothése et de préciser 
dans Ja mesure du possible la nature du ou des systémes enzy- 
matiques en cause que nous avons entrepris l’étude du compor- 
tement des polynucléaires en présence de différents effecteurs 
couramment ulilisés en Enzymologie. 


TECHNIQUE EXPERIMENTALE. — Les leucocytes éludiés ont été 
obtenus a partir d’exsudats inflammatoires déterminés dans le 
péritoine de cobayes par deux injections de bouillon stérile. Une 
ponction de cette cavité, faite cing heures aprés la premiére 
injection, permet en général de recueillir un liquide qui renferme 
environ 9 000 cellules par millimétre cube. Ce liquide est divisé 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1° février 1951. 
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en plusieurs fractions de 2 cm® et celles-ci sont centrifugées 
a faible vitesse. Les culots sont finalement repris par un mélange 
composé de : 1 cm* de sérum homologue frais et de 1 cm® d’une 
solution plus ou moins concentrée d’un effecteur d’enzyme, cette 
solution en eau physiologique ayant été ajustée tout d’abord 
a pH 7,5. 

Pour la série d’expériences rapportées ici, nous nous sommes 
servis des effecteurs suivants : Azide de sodium, Hydroxylamine, 
Diéthyldithiocarbamate de sodium, Dithizone, O. phénanthroline, 
Bisulfite de sodium, Cystéine, Acide thioglycolique, Fluoroacétate 
de sodium, Fluorure de sodium, Pyrophosphate de sodium, Uré- 
thane et Acide malonique {soit au total, 13 corps (1)]. 

Dans les préparations témoins, la solution d’effecteur ¢tait 
remplacée par un égal volume d’eau physiologique. 

Toutes ces préparations, une fois obtenues, ont été soumises 
aux examens suivants : 

1. Examen du tactisme « in vitro ». — I goutte de la suspen- 
sion leucocytaire est déposée sur une lame de verre a la surface 
de laquelle ont été fixés par dessiccation des grains d’amidon 
de pommes de terre [4]. Elle est recouverte d’une lamelle. Celle-ci 
est lutée. Enfin, la préparation est placée sur la platine d’un 
microscope enfermé dans une chambre-étuve A 87°. Dans les 
conditions normales, c’est-a-dire lorsque toutes les conditions 
requises pour le déroulement d’un tactisme se trouvent réunies, 
on observe le phénoméne suivant: en moins d’une heure, les 
polynucléaires, sans doute attirés par les dextrines solubles que 
libére l’amidon dans le milieu, se dirigent vers les grains. Ces 
derniers une fois atteints, les cellules s’accolent a leur surface 
en prenant la forme de croissants réguliers. Nous parlons d’une 
suppression totale du tactisme quand, au bout d’une heure, les 
leucocytes ne se sont pas groupés autour des grains d’amidon. 
Comme nous le montrerons plus loin, 11 effecteurs d’enzymes, sur 
les 13 que nous avons utilisés, ont été capables, a doses conve- 
nables, et sans entrainer la mort des cellules, de produire cet effet. 

2. Recherche du calcium et du complément. — Calcium et 
complément sont, on le sait, absolument indispensables pour la 
mise en jeu in vitro d’un tactisme leucocytaire. Nous avons donc 
systématiquement vérifié la présence de ces deux éléments dans 
nos différents milieux de suspension. La présence du calcium fut 
mise en évidence par précipitation au moyen d’oxalate de sodium 
et identification microscopique des cristaux. 

La richesse en complément a été déterminée avec l'aide de la 


(1) Certains de ces produits, difficiles 4 trouver en France, nous ont 
été obligeamment fournis par M. G. Cohen. Nous prions notre collegue 
de bien vouloir trouver ici l’expression de toute notre gratitude. 


526 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


méthode hémolytique (premier temps de la réaction de Calmette 
et Massol). 

3. Mesure du pouvoir phagocytaire et du métabolisme respi- 
ratoire des cellules. — Quelle action des effecteurs d’enzymes 
capables de troubler le pouvoir chimiotactique des polynucléaires 
exercent-ils sur le pouvoir phagocytaire et le métabolisme respi- 
ratoire de ces cellules? Il était évidemment intéressant de la 
connaitre. 

L’action sur le pouvoir phagocytaire a été évaluée d’aprés 
l’intensité avec laquelle des polynucléaires de cobaye ont englobé 
en une heure, et en présence de tel ou tel effecteur, des staphy- 
locoques vivants. Etude de frottis colorés au bleu de méthyléne. 

La consommation en oxygéne des leucocytes, également en 
présence d’effecteurs, a été mesurée par la méthode manomé- 
trique (appareil de Warburg). La quantité d’oxygéne absorbée 
fut notée de demi-heure en demi-heure pendant soixante ou 
quatre-vingt-dix minutes et exprimée en millimétres cubes d’O, 
par million de cellules et par heure. La diminution du métabo- 
lisme respiratoire des cellules placées dans un milieu qui ren- 
fermait un effecteur d’enzyme a été calculée d’aprés ces chiffres 
et rapportée a 100 volumes d’oxygéne. 

4. Appréciation du pouvoir cytotoxigque propre a chaque effec- 
teur d’enzyme. — Nous avons considéré, au cours de ces expé- 
riences, comme dose optima, la plus petite quantité d’effecteur 
qui, sans tuer la cellule, a été capable de supprimer totalement 
le tactisme, |l’examen des préparations étant fait au bout d’une 
heure. 

Pour démontrer le caractére vivant des cellules, nous opérions 
de la facon suivante : aprés une heure de contact avec chacun 
des effecteurs employés, les suspensions cellulaires étaient cen- 
trifugées, le liquide surnageant était rejeté et le culot de leuco- 
cytes finalement repris par 2 cm* de sérum de cobaye frais. 
I goutte de cette nouvelle préparation servait alors a faire un 
nouvel examen de tactisme. Celui-ci était-il positif — déplacement 
rapide des leucocytes vers les grains d’amidon — nous nous esti- 
mions en droit de conclure 4 Vintégrité des cellules. 

Pour parfaire ce résultat, nous avons aussi étudié, en tous cas, 
effet d’un contact prolongé entre polynucléaires et effecteurs 
d’enzymes. Ce contact fut de dix-huit heures, en glaciére, pour 
éviter dans la mesure du possible intervention spontanée des 
ferments protéolytiques. Passé ce délai, les préparations étaient 
centrifugées et le culot cellulaire était repris par 2 cm® de sérum 
frais de cobaye. Avec cette nouvelle suspension nous faisions, 
dans les conditions habituelles, un examen du tactisme. Cette fois 
encore il nous permettait d’apprécier aisément le bon état, la vita- 
lité, des cellules. 
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De plus amples détails sur les diverses techniques utilisées ici 
ont été donnés dans nos précédentes notes (2, 3, 4, 5]. Le lecteur 
pourra s’y reporter. 


Resuttats. — Rappelons que nous considérons comme dose 
optima, la plus petite quantité d’effecteur qui, sans tuer la cel- 
lule, supprime le tactisme (examen des préparations aprés une 
heure de séjour a 387°). 

1. Action de lVazide de sodium. — Pour l’azide de sodium, cette 
dose optima correspond a la concentration M/7 (soit 9,2 mg/cm). 
In présence de cet effecteur, les cellules contenues dans du sérum 
dilué de moitié restent en bon état, elles sont arrondies ou émet- 
tent quelques courts pseudopodes, mais elles ne se déplacent pas 
vers les grains d’amidon. Aprés centrifugation, rejet du liquide 
surnageant puis reprise du culot leucocytaire par du sérum frais, 
le tactisme, cependant, redevient normal. 

Le pouvoir phagocytaire des polynucléaires n’est pas affecté 
par Vazide de sodium au méme degré que leur pouvoir chimio- 
tactique. Il est cependant un peu diminué. 

‘La respiration est progressivement inhibée ; aprés quatre-vingt- 
dix minutes de contact, l’inhibition est environ de 50 p. 100. 

L’azide de sodium ne bloque pas le calcium du milieu et il 
naltére pas le complément. 

Remarque. — L’azide de sodium, a la dose nécessaire pour 
inhiber le tactisme, s’avére, a la longue, toxique pour les cellules : 
cette toxicité, qui se manifeste non seulement par la perte du pou- 
voir chimiotactique mais encore par d’importantes altérations 
morphologiques des leucocytes, est évidente au bout de dix-huit 
heures de contact. 

2. Action de Vhydroxylamine. — A la concentration M/15 
(soit 2,2 mg/cm’), qui est ici la dose optima, le tactisme est com- 
plétement inhibé. Mais il est rétabli dés que l’effecteur d’enzyme 
a été éliminé du milieu. 

La phagocytose est légérement moins belle qu’en milieu sérique 
normal. 

La respiration est diminuée de 50 p. 100 environ en une heure. 

A la dose utilisée pour inhiber le tactisme, "hydroxylamine ne 
bloque pas le calcium sérique et elle laisse le complément intact 
(fait déja observé par Pillemer [6)). 

Remarque. — Les cellules maintenues pendant longtemps en 
présence d’hydroxylamine a la concentration M/15 finissent par 
étre altérées. Lésions nettes aprés dix-huit heures de contact. 

3. Action du diéthyldithiocarbamate de sodium. — La concen- 
tration optima correspond cette fois a M/30 (soit 4,9 mg/cm’). 

A cette dose, leffecteur d’enzyme inhibe le tactisme. Cepen- 
dant, il ne parvient 4 exercer cette action qu’aprés un temps de 
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contact anormalement long (deux ou trois heures). De plus, en ce 
cas, le pouvoir chimiotactique des cellules n’est pas rétabli dés 
que celles-ci sont remises dans un milieu sérique normal. Plu- 
sieurs lavages sont nécessaires pour leur rendre ce pouvoir. 

Phagocytose normale. Aucune action sur le calcium ou sur le 
complément. En présence du diéthyldithiocarbamate de sodium, 
la respiration cellulaire est assez rapidement diminuée de 75 p. 100. 

Remarque. — Toxicité apparemment négligeable. 

4. Action de la dithizone. — Ce produit, trés peu soluble, a été 
employé 4 demi-saturation dans du sérum au demi. 

Dans un tel milieu, le tactisme des polynucléaires n’est que 
partiellement inhibé. Les cellules sont étalées et émettent de longs 
pseudopodes. La phagocytose est normale et la respiration cellu- 
laire n’est pas sensiblement diminuée. Calcium et complément, 
enfin, ne sont pas touchés. 

Remarque. -— Employée dans les conditions qui viennent d’étre 
indiquées, la dithizone ne manifeste aucun pouvoir cytotoxique, 
méme aprés action prolongée (examen fait au bout de dix-huit 
heures). 

5. Action de l’O-phénanthroline. — Ce produit, trés peu soluble 
comme la dithizone, a été employé au 1/3 de saturation dans du 
sérum dilué au demi. 

Dans ce milieu, le tactisme leucocytaire est totalement inhibé et 
les cellules restent rondes ; le tactisme, cependant, redevient par- 
fait aprés élimination de l’effecteur. La phagocytose est un peu 
moins belle qu’en milieu sérique normal. La respiration cellulaire 
est lentement diminuée, de 40 p. 100 environ en une heure. 

Calcium et complément ne sont pas touchés. 

Remarque. — A cette dose Je produit ne parait pas étre cyto- 
toxique, méme aprés un contact prolongé pendant dix-huit heures. 

6. Action du bisulfite de Na. —- Concentration optima : M/8 
(soit 138 mg/em*) dans du sérum au demi. 

Dans ce milieu, le tactisme est inhibé totalement mais i] réap- 
parait aprés élimination du produit. La phagocytose est partielle- 
ment diminuée. L’absorption d’O, est considérablement augmentée. 
Mais cette augmentation ne parait pas tenir A une modification 
du métabolisme cellulaire, car elle existe au méme degré dans un 
milieu qui ne renferme pas de leucocytes. 

La teneur en calcium et en complément n’est pas modifiée. 

Remarque. — Aprés dix-huit heures de contact en présence de 
bisulfite de Na & concentration M/8, les cellules reprises par du 
sérum frais ne recouvrent qu’une faible partie de leur pouvoir 
chimiotactique et elles montrent des altérations morphologiques 
importantes. 

7. Action de lVuréthane. — Concentration optima : M/5 (soit 
15. mg/cem*) dans du sérum au demi. 
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Dans ce milieu, il y a inhibition totale du tactisme leucocytaire 
mais le tactisme redevient normal dés que luréthane a été éliminé 
du sérum. La phagocytose, en présence de ce produit, est lége- 
rement diminuée. La respiration est progressivement inhibée 
(en une heure et demie) dans une proportion de 75 p. 100. 

Calcium et complément restent intacts. 

Remarque. — L’action cytotoxique de l’uréthane (a la dose ici 
employée) parait étre nulle, méme aprés un contact prolongé. 

8. Action du fluorure de Na. — Concentration optima : M/4 
(soit 10,5 mg/em*) dans du sérum dilué au demi. Dans un tel 
milieu, le tactisme est totalement inhibé mais, cette fois encore, 
il redevient normal lorsque, aprés une heure de contact avec le 
fluorure, les cellules sont remises dans un sérum normal. La 
phagocytose est diminuée. 

Le complément n’est pas touché. En revanche, le calcium a été 
éliminé du milieu. 

Remarque. — On note des altérations trés nettes lorsque les 
leucocytes ont été maintenus dix-huit heures dans du sérum qui 
contient le fluorure de Na a concentration M/4. 

9. Action du pyrophosphate de Na. — Concentration optima : 
M/200 (soit 2,2 mg/cm*) dans du sérum au demi. 

Dans ce milieu, inhibition totale du tactisme mais le phéno- 
méne survient de nouveau lorsque les globules blancs, aprés une 
heure de contact avec l’effecteur d’enzyme, sont remis en suspen- 
sion dans un sérum normal. Phagocytose convenable. 

Le calcium a été éliminé du milieu, le complément est détruit ; 
du moins il n’exerce plus son pouvoir hémolytique. 


Remarque. — Action cytotoxique nulle, méme aprés contact 
prolongé. 
10. Action de la cystéine. — Concentration optima : M/10 (soit 


10 mg/cm*) dans du sérum au demi. 

Dans ce milieu, inhibition totale du tactisme mais, comme dans 
la plupart des cas précédents, le phénoméne est rétabli par élimi- 
nation de la cystéine. Phagocytose normale. 

Le calcium ne parait pas touché mais le complément est en 
grande partie détruit. 


Remargue. — Action cytotoxique nulle, méme aprés contact 
prolongé. 
11. Action de l’acide thioglycolique neutralisé. — Concentration 


optima : M/32 (soit 3 mg/cm*) dans du sérum au demi. 

Dans ce milieu le tactisme est totalement inhibé. I] survient de 
nouveau dés que les cellules ont été transportées dans un sérum 
neuf. La phagocytose est un peu diminuée. 

Teneur en calcium normale ; en revanche, l’activité complé- 
mentaire du milieu parait légérement altérée. 

Remarque. — La dose utilisée ici ne parait pas toxique, méme 


530 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


lorsque les leucocytes ont été maintenus 4 son contact pendant 
dix-huit heures. 

12. Action du fluoroacétate de Na. — Concentration optima : 
M/20 (soit 5 mg/cm*) dans du sérum au demi. AL. 

Dans ce milieu, le tactisme est totalement inhibé mais 1] est 
rétabli aussitét aprés |’élimination de l’effecteur. Le calcium reste 
intact mais le complément est partiellement altéré. 

13. Action de Vacide malonique neutralisé. — Concentration 
optima : M/10 (soit 10,4 mg/cm’) dans du sérum au demi. 

Dans ce milieu, le tactisme n’est pas totalement inhibé, il est 
cependant beaucoup moins accusé que normalement. I] redevient 
parfait lorsque les cellules sont reprises, aprés centrifugation, par 
du sérum frais. Phagocytose légérement diminuée. 

Calcium intact ; complément altéré. 

Remarque. — l.’acide malonique neutralisé, 4 la dose employée 
ici, finit par altérer quelque peu le bon état des leucocytes. 


Discussion. — Résumons, tout d’abord, nos observations (voir 
tableau). Utilisés & dose et & pH convenables, 10 sur les 13 effec- 
teurs d’enzymes que nous avons ulilisés ont été capables in vitro, 
sans tuer les cellules, de supprimer le pouvoir chimiotactique des 
polynucléaires du cobaye. Ce sont l’azide de sodium, l’hydroxy- 
lamine, l’orthophénanthroline, le bisulfite de Na, l’uréthane, la 
cystéine, l’acide thioglycolique, le fiuoroacétate de Na, le fluorure 
de Na, enfin le pyrophosphate de Na. En présence de ces diffé- 
rents corps, l’inhibition du tactisme a été immédiate et totale. Le 
phénoméne, cependant, a été réversible. Les cellules ont retrouvé 
tout leur pouvoir chimiotactique dés que les effecteurs en cause 
ont été éliminés du milieu. 

Le diéthyldithiocarbamate de sodium, effecteur dont nous nous 
sommes également servis, exerce une action un peu particuliére. 
Dissous dans un milieu sérique a la concentration M/30 (soit 
4,9 mg/cm*), il est capable lui aussi d’inhiber le tactisme mais 
son effet n’est pas immédiat, un certain temps de contact avec les 
cellules est nécessaire. D’autre part, les leucocytes qui ont subi 
son atteinte ne retrouvent pas leur pouvoir chimiotactique dés 
quils sont remis dans un milieu normal. Pour leur rendre ce 
pouvoir, il faut les soumettre a plusieurs lavages. Sans doute, 
pour expliquer ce fait particulier, doit-on prendre en considéra- 
tion la lenteur de pénétration et de diffusion du produit dans le 
cytoplasme cellulaire. 

Les deux autres effecteurs que nous avons enfin mis en ceuvre : 
la dithizone et acide malonique neutralisé, tout au moins aux 
doses que nous avons employées, n’ont pas été capables de sup- 


primer complétement le tactisme. Néanmoins, ils l’ont diminué 
dans une notable proportion. 
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Nous avons, par ailleurs — du moins lorsque ces examens n’ont 
pas été rendus impossibles par la trop petite quantité de produit 
dont nous disposions —, étudié l’action des mémes effecteurs 
d’enzymes sur la phagocytose et sur le métabolisme respiratoire 
des polynucléaires. En général, ces deux propriétés nous ont paru 
étre beaucoup moins troublées que le tactisme. La phagocytose 
est parfois diminuée mais, d’aprés nos constatations, elle n’est 
jamais complétement supprimée. La consommation d’oxygeéne est 
parfois inhibée de 75 p. 100 (par exemple, en présence de diéthyl- 
dithiocarbamate de Na et d’uréthane) mais, plus souvent, elle n’est 
abaissée que de 40 a 50 p. 100. Le bisulfite de Na et la dithizone, 
méme, n’ont exercé (aux doses utilisées) aucune action sur la 
respiration cellulaire. 

Faut-il s’étonner de ces actions inégalement fortes produites par 
des effecteurs d’enzymes sur le tactisme, la phagocytose et le 
métabolisme respiratoire des leucocytes? Nous ne le pensons pas, 
car plusieurs auteurs ont déja signalé que Ja division et la moti- 
lité cellulaires peuvent étre inhibées par différents corps a des 
concentrations qui ne font que diminuer légérement ou qui, au 
contraire, stimulent la consommation d’oxygéne [8, 9]. 

Ceci dit, voyons comment les effecteurs d’enzymes ici utilisés 
ont pu — tout en respectant la vie des leucocytes —- supprimer 
le taclisme, totalement ou partiellement. 

1° Il ressort de nos recherches que deux de ces effecteurs : le 
fluorure de Na et le pyrophosphate de Na, sont capables de pré- 
cipiter le calcium du milieu. De cette seule action dépend peut- 
étre l’abolition du tactisme puisque — nous le savons déja — tout 
déplacement orienté des globules blanes devient impossible dans 
un milieu privé d’ions calcium. 

2° Quatre autres effecteurs : la cystéine, l’acide thioglycolique 
neutralisé, le fluoroacétate de Na et l’acide malonique neutralisé, 
génent a des degrés divers l’hémolyse des globules rouges sensi- 
bilisés par un sérum frais. Ils ont done une activité anticomplé- 
mentaire. Celle-ci pourrait suffire a expliquer compte tenu de 
nos observations antérieures — comment ces corps parviennent 
également a inhiber le tactisme. 

3° Reste maintenant a considérer les sept autres composés, 
c’est-a-dire l’azide de Na, |’hydroxylamine, l’orthophénanthroline, 
le diéthyldithiocarbamate de Na, la dithizone, le bisulfite de Na et 
Puréthane. Toutes ces substances ne semblent avoir aucune 
influence sur le complément ou le calcium du milieu sérique. 
Pourtant, elles font perdre aux leucocytes leur pouvoir chimio- 
tactique. Comment exercent-elles cette action ? 

Ces diverses substances ont une propriété commune. Elles sont 
toutes des effecteurs d’enzymes. A ce titre elles troublent le fonc- 
tionnement normal de nombreux systémes diastasiques. Elles 
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produisent cependant cet effet par des mécanismes différents. 
Ainsi, le diéthyldithiocarbamate de Na, la dithizone, V orthophé- 
nanthroline, bloquent des enzymes en formant un complexe avec 
leurs constituants métalliques. Le bisulfite de Na, l’hydroxylamine 
interviennent dans de nombreuses réactions par leur affinité pour 
les groupements carbonyle. L’uréthane altére certaines déhydro- 
génases. L’azide de Na, Vhydroxylamine et le cyanure de Na, 
enfin, se comportent souvent comme des antiperoxydases ; en 
particulier, K. Agner a pu montrer que ces trois substances 
suppriment, in vitro, l’activité de la verdoperoxydase, diastase 
extraite des polynucléaires eux-mémes [40]. 

Est-ce en inhibant certains enzymes intracellulaires que les 
différents produits que nous étudions dans ce travail ont aboli le 
tactisme des globules blancs ? C’est trés possible. I] faut néan- 
moins remarquer que les doses nécessaires pour déterminer ce 
phénoméne — bien que certaines d’entre elles ne soient pas supé- 
rieures a celles que l’on met en ceuvre pour suspendre d’autres 
activités cellulaires qui sont liées manifestement a des activités 
enzymatiques comme la division en cultures de tissus — sont tout 
de méme trés élevées et, qu’a si fortes concentrations, les 
substances en question sont capables non seulement d’inhiber un 
enzyme mais encore de modifier diverses propriétés de la cellule, 
notamment sa perméabilité et ses propriétés de surface. Dans le 
cas particulier examiné ici, doit-on faire dépendre la suspension 
du tactisme de l’atteinte directe d’un ou de plusieurs enzymes ou 
d’une action plus générale sur la cellule ? 

a) Envisageons en premier lieu l’hypothése d’une action anti- 
enzymatique. Que des enzymes interviennent dans la production 
d’un tactisme, le fait ne peut pas étre mis en doute. On compren- 
drait ma] en effet comment ce phénoméne complexe qui entraine 
une dépense d’énergie, qui implique l’existence de contractions 
et de déformations protoplasmiques importantes, pourrait se pro- 
duire sans ]’intervention de réactions diastasiques (2). 

Pourtant il faut reconnaitre que la nature de telles réactions 
reste trés mal connue [44]. Au surplus, quels enzymes seraient 
bloqués dans nos expériences ? Nous ne pouvons le dire car, 
ainsi que nous l’avons vu, les substances antidiastasiques qui 
s’avérent capables de suspendre, in vitro, le tactisme leucocytaire 
sont capables d’intervenir sur des enzymes ou méme sur des 
groupes d’enzymes trés différents. 

b) Une modification de la perméabilité cellulaire pourrait-elle 


(2) Nous croyons intéressant de rappeler A ce sujet que l’on n’est 
jamais parvenu a mettre en évidence, chez le lymphocyte, une sen- 
sibilité chimiotactique. Or, cette cellule se distingue du polynucléaire 
par un équipement diastasique tout a fait différent. 
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étre capable a elle seule de déterminer une inhibition du tac- 
tisme ? Oui, sans doute, dans la mesure oui elle empéche certains 
métabolites indispensables ou certains ions comme le calcium de 
pénétrer dans la cellule. En faveur d’un tel mécanisme, nous 
ferions volontiers valoir les caractéres particuliers de |’inhibition 
que nous avons généralement remarqués au cours de ces expé- 
riences, c’est-a-dire sa rapidité et sa fugacité. 

Pour essayer de mieux fixer ce point, nous avons étudié la per- 
méabilité des leucocytes au rouge neutre en présence de divers 
effecteurs d’enzymes ajoutés au milieu a des doses qui inhibent 
le tactisme. Nous avons alors observé les faits suivants. Le colo- 
rant a pénétré et il s’est accumulé normalement dans les polynu- 
cléaires, malgré le cyanure de Na [5], le diéthyldithiocarbamate 
de Na, la dithizone, l’orthophénanthroline, le bisulfite de Na et 
Vuréthane. Seuls, l’hydroxylamine et surtout l’azide de Na ont 
géné sa diffusion dans le corps de la cellule. La perméabilité cel- 
lulaire au rouge neutre n’est donc pas altérée dans la majorité 
des cas. 

Cette perméabilité pour des substances a petites molécules 
pourrait-elle étre modifiée par des effecteurs d’enzymes ? Nous 
ne le savons pas. 

c) Considérons enfin notre troisieme hypothése, celle qui met 
en cause une modification des propriétés de surface des leuco- 
cytes. Au cours de nos expériences, un fait n’a jamais manqué 
de retenir notre attention : presque toujours, dans les milieux 
qui contiennent un effecteur d’enzyme, non seulement les poly- 
nucléaires ne se dirigent pas vers les grains d’amidon, mais 
ils conservent une forme arrondie. Ils peuvent encore émettre 
de courts pseudopodes, mais jamais ils ne s’étalent vraiment sur 
la lame de verre. 

I] n'est pas interdit de penser que cette inaptitude a l’acco- 
lement joue un role décisif dans l’inhibition du tactisme. Cepen- 
dant, on admet généralement que |’étalement des cellules sur un 
support solide est une question de tension superficielle. Or, 
aucun des effecteurs que nous avons employés ne _ posséde, 


a notre connaissance, d’action notable sur les propriétés de sur- 
face des leucocytes. 


« 
x* 


Que conclure ? Manifestement, aucune des hypothéses que nous 
venons de formuler ne parait suffisamment étayée par des faits. 
Pourtant, si dés maintenant il fallait choisir, nous accorderions 
volontiers notre préférence a celle qui met en cause un blocage 
enzymatique dans le corps des cellules. 


TACTISME LEUCOCYTAIRE Hob 
RESUME. 


Utilisés a dose et & pH convenables, 13 effecteurs d’enzymes 
se sont montrés capables in vitro, sans tuer les cellules, de sup- 
primer totalement ou partiellement le pouvoir chimiotactique des 
polynucléaires du cobaye. Ce sont : 1° le fluorure de Na (M/4) ; 
2° le pyrophosphate de Na (M/200); 3° la cystéine (M/10) ; 
4° Pacide thioglycolique (M/82) ; 5° le fluoroacétate de Na (M/20) ; 
6° l’acide malonique (M/7) ; 7° l’azide de Na (M/7) ; 8° l’rydroxyl- 
amine (M/15) ; 9° le diéthyldithiocarbamate de Na (M/30) ; 10° la 
dithizone (a demi-saturation); 11° Jl orthophénanthroline (au 
tiers de saturation); 12° le bisulfite de Na (M/8); 13° luré- 
thane (M/5). 

Certains de ces effecteurs paraissent avoir exercé cette action 
en abaissant la teneur en calcium (n°* 1, 2) ou en complément 
(n°* 3, 4, 5, 6) du milieu. L’effet des autres effecteurs semble 
avoir porté directement sur les leucocytes, mais par un méca- 
nisme qui reste encore a élucider (action purement anti-enzyma- 
tique ou encore action sur la perméabilité ou les propriétés de 
surface des cellules). 
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ETUDE COMPARATIVE DU COMPORTEMENT 
A 44° DE DEUX PHAGES STAPHYLOCOCCIQUES 


par M.-P. BEUMER-JOCHMANS. 


(Institut Pasteur de Bruzelles.) 


Doerr et Gruninger [4] et Linz [6] ont observé qu’a tempéra- 
ture comprise entre 43 et 45° C, divers bactériophages sont inca- 
pables de se multiplier et de lyser les bactéries qu’ils lysent 
a’ 37°. Certains méme, mis a 44° en présence de ces bactéries, 
disparaissent. Linz a montré, en outre, que la disparition du 
phage des cultures a 44° n’a lieu que si les bactéries sensibles 
sont en voie de multiplication. Les sérums antimicrobiens, qui 
inhibent la lyse A 37°, inhibent également la disparition du phage 
a 44°, vraisemblablement en empéchant sa fixation sur les 
germes sensibles. 

Nous avons comparé, a ce point de vue, le comportement de 
deux phages staphylococciques. L’un (H) disparait des cultures 
a 44°, tandis que l’autre (Twort) s’y maintient au titre initial. 

‘La disparition du phage a 44° paraissant, comme sa multipli- 
cation 4 87°, liée a la présence des bactéries sensibles en cours 
de développement, nous avons étudié comparativement, A ces 
deux températures, la fixation du phage sur les germes sen- 
sibles, ainsi que les variations du nombre des corpuscules actifs 
et des germes viables au cours du développement des cultures. 

Nous avons recherché qu’elle était l’action, & 44°, sur ces deux 
phages staphylococciques, de l’hydrolysat acide de caséine et 
d’extrait de levure, dont l’action sur la multiplication du phage 
de Staphylococcus muscae a été étudiée par Price [7, 8], ainsi 
que de facteurs, indispensables a la reproduction de certains 
phages staphylococciques, mis en évidence par Rountree [9] dans 
le complexe des vitamines B et dans le bouillon non autoclave. 
Ces facteurs ne sont généralement pas nécessaires a la crois- 
sance des germes sensibles, ou seulement en quantités inférieures 
a celles exigées pour la multiplication des bactériophages. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


Nous avons choisi pour ce travail deux phages staphylococ- 


ciques, les phages H et Twort, que nous avons étudiés précé- 
demment [2]. 
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Le premier, actif sur un trés grand nombre de staphylocoques 
dorés et blancs, pathogénes ou non, donne sur gélose ordinaire 
de trés petites taches ; il est done probablement de grande taille. 
Le second, 4 taches moyennes, et par conséquent plus petit, lyse 
uniquement deux staphylocoques blancs, non pathogénes, les 
staphylocoques Twort et Ew. 

Les germes sensibles utilisés sont: le staphylocoque JB (doré 
pathogéne) sensible au phage H et les staphylocoques Twort et 
Ew sensibles aux phages H et Twort. 

Les cultures sont faites en bouillon ordinaire, en tubes conte- 
nant 5 cm*, au bain-marie 4 44° ou a l’étuve a 87°. Les ensemen- 
cements sont faits au moyen de I goutte de culture de vingt- 
quatre heures du germe sensible en bouillon. 

Les numérations de phages sont toujours faites a 37° selon la 
méthode de la double couche de gélose décrite par Gratia [5], 
et, sauf si on spécifie le contraire, 4 partir des cultures totales 
et non a partir de filtrats. 

Les numérations de germes sont faites 4 37° par dénombrement 
des colonies sur boites de gélose. 

Les nombres de phages et de germes sont toujours exprimés 
par goutte (0,05 cm‘). 


R&ESULTATS EXPERIMENTAUX. 


I. ComporTEMENT DU PHAGE H a 44°. — Lorsqu’on ensemence 
simultanément deux tubes de bouillon ordinaire, l'un avec I goutte 
de phage H et I goutte de culture du staphylocoque JB, l'autre 
avec I goutte de culture seulement, le développement de la culture 
témoin, aprés quatre heures trente 4 37°, est déja abondant, tandis 
que la culture additionnée de phage, aprés s’étre légérement 
troublée, s’est complétement éclaircie. Si l’on répéte cette expé- 
rience a 44°, la culture avec phage se développe aussi rapidement 
que la culture témoin, et il n’y a pas d’éclaircissement méme aprés 
vingt-quatre heures. 

Suivons par des numérations échelonnées dans le temps les 
variations du nombre de germes et de phages a 44° et a 37°. 


On place au bain-marie, a 44°, deux tubes de bouillon contenant, Yun 
110 000 staphylocoques JB par goutte, l’autre 110 000 staphylocoques JB 
et 76 700 phages H. Une paire de tubes identiques est mise a |’étuve 
4 37°, 

En deux heures trente minutes, & 44°, le nombre de phages tombe 
4 4200, soit 5 a4 6 p. 100 du phage ensemencé, tandis que le nombre 
de germes s’éléve & 295 000. Dans le témoin, on compte 205 000 germes. 
Pendant ce temps, 4 37°, le phage s’est multiplié soixante-dix fois, la 
culture est en voie de lyse et dans le témoin on compte environ 


572 000 germes. 
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Le phage H, simplement dilué en bouillon, conserve toute son 
activité, méme aprés vingt-quatre heures de séjour 4 44°. En présence 
de la culture sensible, au contraire, on ne retrouve, dans les mémes 
conditions, que 1/1000 a 1/2000 du phage mis en ceuvre. 


On voit qu’en présence du staphylocoque JB en voie de mul- 
tiplication, la disparition du phage H a 44° s’amorce aussi 
précocement que sa multiplication a 37°, puisqu’en deux heures 
trente 95 p. 100 du phage ensemencé ont disparu. Contrairement 
A ce qui se passe 4 37°, le nombre de bactéries viables a 44° est 
le méme dans la culture avec phage et dans la culture sans 
phage. [Le phage parait ici sans action sur les bactéries sen- 
sibles, aussi avons-nous vérifié que sa fixation s’effectue norma- 
lement sur les germes sensibles a 44°. 


Placons simultanément au bain-marie 4 44° et a l’étuve a 37°, 
deux tubes de bouillon contenant chacun environ 267 000 corpuscules 
de phage par goutte et IV gouttes d’une suspension épaisse du sta- 
phylocoque JB, obtenue en récoltant une culture de vingt-quatre 
heures sur gélose, dans X gouttes de bouillon. Aprés une heure, on 
dénombre a 44°, 144000 phages dont 80 sont libres; a 387°, 
520 000 phages dont 2734 sous forme libre. 


On voit que le phage H se fixe sur les staphylocoques sensibles 
aussi bien a 44° qu’a 37°. Remarquons, en outre, qu’aprés une 
heure le phage a déja disparu en partie a 44°, tandis qu’il s’est 
multiplié a 37° ; il y a probablement un peu de phage libre nou- 
vellement formé. 

Si l’on augmente fortement la quantité de phage H par rapport 
au nombre de staphylocoques JB ensemencés, ceux-ci ne se 
développent a 44° qu’avec un retard de plusieurs heures. Cepen- 
dant le staphylocoque JB finit toujours par se développer et aussi 
abondamment que dans la culture sans phage. Aprés vingt- 
quatre heures, lorsque les deux cultures sont également déve- 
loppées, on retrouve généralement de mille a trois mille fois 
moins de phage qu’au départ. 

I] nous a paru utile de rechercher ce qu il advient du phage 
et des germes pendant les quelques heures d’inhibition complete 
de la culture. 


Si l’on ensemence, par goutte de bouillon, 3 380000 phages pour 
33 800 germes, le bouillon reste limpide pendant six A sept heures, 
mais aprés une heure, on ne compte plus que 2300000 phages et 
200 germes, et aprés six heures trente minutes, 150000 phages pour 
5 germes. Aprés vingt-quatre heures, il reste 926 phages, mais on 
dénombre 5 200000 germes et 4940000 dans le témoin sans phage. 


Pendant la période d’inhibition de la culture, l’inactivation du 
phage s’accompagne done de la mort de l’immense majorité des 
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bactéries sensibles. Cette action Iéthale du phage pour les 
germes sensibles a 44° ne se manifeste, comme le « killing effect » 
décrit par Andrewes et Elford [4] pour un coljphage a 37°, que 
si le phage est trés abondant. Lorsqu’il est utilisé en quantité 
moindre, il n’y a pas de « killing »: les germes restent viables 
jusque peu de temps avant que ne débute la lyse. 

Si on appauvrit, par contact avec les germes sensibles, un lysat 
tres riche en phage H, il perd de ce fait son action inhibitrice sur 
la culture du staphylocoque JB a 44°. Il semble donc que c’est 
le phage lui-méme qui est responsable de l’activité bactéricide du 
lysat, et non un produit du métabolisme bactérien, analogue par 
exemple au facteur bactériostatique de Wah] et Josse-Goichot [40]. 
I/intervention d’un antibiotique présent dans le lysat parait peu 
vraisemblable également, le phage H ayant toujours été régénéré 
sur le staphylocoque JB lui-méme. 


II. ComporTeMENT DU PHAGE Tworrt a 44°. — Si nous répétons 
avec du phage Twort et du staphylocoque Twort lVexpérience 
réalisée avec le phage H et le staphylocoque JB, nous voyons que 
dés les premiéres heures d’incubation 4 44°, la culture contenant 
le phage est moins abondante que la culture témoin, mais contrai- 
rement a ce qui se passe avec le phage H ce retard ne sera jamais 
comblé. Bien plus, aprés quarante-huit heures, cette culture sera 
presque complétement éclaircie. Les numérations du phage faites 
apres sept heures, vingt-quatre heures et quarante-huit heures 
montrent que le taux de celui-ci reste & peu prés constant pen- 
dant toute la durée de l’expérience. 


A lensemencement, | goutte du mélange 


CONLON Eas tethss Mel Sooke Ao Pel Bs, 44,3 4 300 < 10° corpuscules. 
IN ORIS “TINTS iy 6c G0 aso 0 yds 4 440 & 10° corpuscules. 
LORE PS ISIE) ¢ Go 5/5 6 6 oo 2 S 510 10° corpuscules. 
INST GIR S go, 8S od oe go 8 14 340 & 10% corpuscules. 


Aprés quarante-huit heures d’incubation a 44°, la culture avec 
phage est filtrée sur bougie Chamberland L3. On ne compte plus 
alors que 66 corpuscules par goutte de filtrat, la quasi totalité du 
phage était done du phage fixé. 

X gouttes de ce filtrat introduites au moment de l’ensemence- 
ment dans une culture du staphylocoque Twort en provoquent la 
lyse partielle en vingt-quatre heures a 44°. Aprés quarante-huit 
heures, la lyse a encore progressé, sans toutefois étre complete. 
L’étalement de la culture totale permet de dénombrer a ce moment 
750 000 corpuscules par goutte de culture non diluée. Aprés fil- 
lration sur bougie Chamberland L3, on en retrouve 27 000 dans 
le filtrat. Cette fois, quoique l’ensemencement en phage ait été 
tres pauvre (6,6 particules par goutte de bouillon ensemencé), la 
multiplication a été considérable. 
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Des passages successifs permettent dés lors d’obtenir régulie- 
rement la multiplication du phage Twort a 44°. Dés le quatriéme 
passage, on obtient une lyse totale en cing heures trente a la dilu- 
tion 10—* et au cinquiéme passage une lyse totale 4 10~? en six 
heures trente. Nous avons ainsi réalisé dix passages successifs. 
Le filtrat du dixiéme passage, que nous appellerons Twort/10, 
contient 210 x 10° corpuscules par goutte. A 44°, il lyse partielle- 
ment les cultures du staphylocoque Twort jusqu ‘a la dilution 10—° 
en vingt-quatre heures. A 37°, il lyse complétement ce germe. 
sans culture secondaire, aussi rapidement et au méme titre que 
le phage Twort originel, du méme age, régénéré a 37°, cest- 
i-dire qu’en vingt- -quatre heures, il donne une lyse totale jusqu’a 
la dilution 10. 

Le phage Twort/10 régénéré a 37°, au cours de dix passages 
successifs, garde intact son pouvoir de lyser le staphylocoque 
Twort a 44°. 

Par des passages successifs, on peut également entrainer le 
phage Twort a lyser le staphylocoque Ew a 44°; le phage ainsi 
obtenu lyse aussi bien les staphylocoques Twort et Ew. a 44° 
eta oT. 

Les phages H et Twort, qui se distinguent l'un de lautre par 
Pétendue de leur gamme d’action a 37° et sans doute aussi par 
leur taille, se différencient encore par la maniére dont ils se 
comportent a 44° au contact de la culture sensible. Cette diffe- 
rence de comportement 4 44° est bien le fait du phage et non des 
germes, car les résultats sont identiques si lon fait agir le 
phage II sur le staphylocoque Twort plutét que sur le staphylo- 
coque JB. On peut mettre cette difference en évidence de facon 
particuliérement nette en faisant agir simultanément, et en mélange, 
du phage H et du phage Twort/10 sur le staphylocoque Twort 
a 44°, On obtient, en quelques heures, la lyse totale de la culture. 
avec multiplication du phage Twor t/10, et perte d’activité du 
phage H, exactement comme dans les tubes ou ces phages ont été 
ensemencés séparément. 


III. RecnercHe DE FACTEURS SUSCEPTIBLES DE PERMETTRE OU 
D’ACTIVER LA MULTIPLICATION DES PHAGES H, Tworr er Tworr/10. 
Nous avons recherché laction sur les phages H, Twort et 
Twort/10 a 44° et a 37°, d’un extrait de levure préparé par auto- 
clavage en eau distillée selon une technique décrite par Dirkx [3), 
d’un extrait de viande non stérilisé par la chaleur et d’hydrolysat 
de cassine sans vitamines (Difco). 


1. Préparation de Veaxtrait de viande. — 500 g de viande de 
boeuf hachée et dégraissée et 1100 cm® d’eau de ville sont mélangés 


et portés 4 ébullition pendant une demi-heure, puis filtrés sur un 
linge pour séparer la viande. On laisse refroidir le filtrat jusqu’au len- 
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demain ; il est légérement acide (pH 5,5). On filtre & froid sur papier 
pour dégraisser, on neutralise et on stérilise l’extrait ainsi obtenu par 
filtration sur Seitz. 

2. Test d’activité des extraits. — On prend 4 tubes de bouillon 
(5 cm* par tube) de méme diamétre. A 2 de ces tubes, on ajoute 
X gouttes (0,5 cm*) d’extrait, aux 2 autres X gouttes de bouillon. 
Chaque tube est ensemencé de I goutte de culture de vingt-quatre 
heures en bouillon ordinaire du staphylocoque sensible. Un des tubes 
avec extrait et un des témoins recoivent en outre I goutte du phage 
dilué de maniére 4 provoquer la lyse totale du témoin, en six a huit 
heures. Une lyse trop rapide du témoin est A éviter car dans ce cas 
Vaction de l’extrait est trop difficile a saisir. 

Les numérations du phage sont toujours faites au moment ow la 
lyse est nette dans le tube avec extrait et peu ou pas visible dans le 
témoin. En effet, il s’agit généralement de mettre en évidence une 
accélération de la multiplication et non une augmentation absolue 
du phage. 


L’addition, au milieu de culture, d’extraits de viande ou de 
levure et d’hydrolysat de caséine produit des effets différents, 
selon que l’on considére les phages Twort et Twort/10 ou le 
phage H. 

En bouillon + extrait de viande 4 37° et 44°, la lyse du staphy- 
locoque Twort par les phages Twort et Twort/10 débute une a 
deux heures plus t6t qu’en bouillon ordinaire. 

Ces lyses précoces s’accompagnent d’une multiplication accé- 
lérée du phage : au moment ou la lyse est nette en bouillon + extrait 
de viande et peu ou pas visible en bouillon ordinaire, on compte 
en bouillon + extrait de viande de cing 4 dix fois plus de corpus- 
cules de phage qu’en bouillon simple. Lorsque la lyse s’est 
achevée dans les deux milieux, ils contiennent chacun la méme 
quantité de phage. En présence de cet extrait, on observe donc 
a 44° une multiplication du phage Twort qui n’est pas apparente 
en bouillon, 

L’extrait de levure accélére aussi la multiplication des phages 
Twort et Twort/10, mais, de fagon moins marquée que |’extrait 
précédent. 

La substance active de ces extraits est précipitable par l’alcool, 
elle est détruite par autoclavage en milieu neutre ou alcalin, mais 
résiste parfaitement 4 120° pendant vingt minutes en milieu acide 
(pH 1 a 5). Nous avons vérifié que l’extrait de viande n’a aucune 
action sur la croissance du staphylocoque Twort, mais que ]’extrait 
de levure la favorise trés légérement. 

D’autre part, ces extraits sont sans action sur la multiplication 
du phage H a 87° ni sur sa disparition a 44°. 

L’addition au bouillon de X gouttes d’une solution d’hydrolysat 
acide de caséine sans vitamines a 12 p. 100 n’accélére pas la lyse 
du staphylocoque Twort par le phage Twort a 44°, mais 
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augmente de cing a dix fois la quantité de phage produite. Dans 
certains lots de bouillon. cette augmentation est déja apparente 
apres six heures, dans d’autres elle ne l’est qu’aprés vingt-quatre 
heures seulement. Enfin, ajouté a certains bouillons, Phydrolysat 
retarde légérement le développement du staphylocoque Twort. 
A 87°, il n’affecte pas la lyse du staphylocoque Twort par le phage 
Twort, ni la multiplication de ce dernier. 
L’hydrolysat acide de caséine n’a pas d’action sur la dispari- 
tion du phage HI 4 44°. Ici encore, nous avons remarqué la néces- 
sité d’opérer en milieu de composition constante, car, ajouté a 
certains lots de bouillon, l’hydrolysat accentue [effet inhibiteur 
du phage sur le développement de la culture sensible. Cet effet 
west pas visible avec tous les bouillons. A 37°, lhydrolysat 
parait augmenter légérement Ja multiplication du phage H. 


CONCLUSIONS. 


L’étude comparative, & 44°, des phages staphylococciques H et 
Twort montre que ces deux phages font appel pour leur multipli- 
cation a des processus métaboliques distincts. En effet, la multi- 
plication du phage H a 44° est totalement impossible, tandis qu’on 
peut entrainer le phage Twort & se multiplier et & lyser le germe 
sensible, a cette température. 

On obtient par passages successifs un variant stable, le phage 
Twort/10, qui ne se distingue de la souche initiale que par son 
aptitude a se multiplier et & lyser le staphylocoque Twort a 44°. 
Ces différences de comportement sont spécifiques du phage, puis- 
qu’en mélange dans la méme culture du staphylocoque Twort, 
le phage H disparait tandis que le phage Twort/10 se multiplie 
et provoque la lyse totale de la culture sensible en quelques 
heures, 

La disparition du phage H a 44° pourrait étre due a la mort 
des bactéries sensibles sur lesquelles il s’est fixé, mais nous avons 
vu qu’a condition de ne pas utiliser de quantités excessives de ce 
phage 76 700 phages pour 110 000 germes), les cultures des 
staphylocoques JB ou Twort se développent aussi rapidement en 
sa présence qu’en son absence. 

Bien qu’en deux heures trente, 95 p. 100 du phage ait été 
inactivé, le nombre de bactéries viables est le méme dans la 
culture contenant le phage et dans celle qui n’en contient pas. 
Aussi nous parait-il difficile d’admettre, dans ces conditions, que 
la disparition du phage soit due 4 la mort des bactéries sensibles 
sur lesquelles il s’est fixé. 

Nous pensons plutot que l’inaclivation du phage H a 44° est 
due a Valtération de certains processus de synthése indispensables 
i la multipheation du phage. 
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Lorsque le rapport phage/bactéries est notablement plus élevé 
(100 phages pour 1 bactérie), il y a inactivation du phage et mort 
dune forte proportion des bactéries sensibles, mais le nombre 
de phages inactivés n’est nullement proportionnel au nombre de 
germes tués : 1 000 000 de corpuscules et 33 000 germes environ 
disparaissent pendant la premiére heure d’incubation a 44° : 
pendant les cing heures qui suivent, il disparait 2 150 000 phages 
et 195 germes par goutte. 

L’action léthale, pour le germe sensible, de ce phage utilisé en 
grande quantité a 44°, est, pensons-nous, indépendante du phéno- 
méne de disparition, exactement comme le « killing effect » décrit 
par Andrewes et Elford est indépendant de la multiplication du 
phage a 37° : il peut y avoir inactivation du phage a 44°, sans 
mort des bactéries, comme il peut y avoir multiplication a 37° 
sans « killing effect ». 

Le phage Twort au contraire, aprés un premier passage a 44° 
au cours duquel on ne décéle pas de multiplication bien qu’il y ait 
lyse partielle de la culture, est capable de se régénérer a cette 
température et de provoquer aprés quelques passages la lyse 
totale de Ja culture sensible. 

L’addition d’extrait de viande au bouillon provoque une augmen- 
tation du phage Twort pendant les premiéres heures de |’incuba- 
tion a 44°, augmentation suivie d’une chute de titre du phage qui 
en vingt-quatre heures est revenu a son taux initial. I] est vrai- 
semblable qu’en bouillon ordinaire la multiplication étant plus 
lente est & tout moment compensée par la disparition d’un cer- 
tain nombre de corpuscules. 

L’extrait de viande qui accélére Ja multiplication du phage 
Twort et de son variant le phage Twort/10 a 37° et a 44° est 
complétement inactif a Végard du phage H aux deux tempéra- 
tures. 

L’hydrolysat acide de caséine augmente la production du phage 
Twort 4 44°, mais pas a 37°. Il augmente aussi, dans certains 
bouillons, l’action inhibitrice du phage H a 44° pour la culture 
sensible, mais sans toutefois influencer sa vitesse de disparition ; 
a 37°, il augmente légérement sa multiplication. 

Ceci montre que la spécificité de ces deux phages ne se limite 
pas a exiger pour leur fixation des récepteurs bactériens diffé- 
rents comme paraissent l’indiquer des recherches antérieures (2', 
mais qu’une fois fixés sur les bactéries sensibles, ils poursuivent 
leur régénération par des voies distinctes. 


RESUME. 


1° Le phage staphylococcique H disparait des cultures sensibles 
en voie de développement 4 44°, tandis que, par passages succes- 
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sifs du phage Twort a cette température, on obtient un variant 
stable qui ne se distingue du phage initial que par son aptitude 
4 se multiplier a 44°, 

2° Utilisé en tres grande quantité le phage H, a 44°, inhibe 
pendant plusieurs heures le développement de la culture sensible. 

3° Certains facteurs, qui accélérent la multiplication du phage 
Twort a 87° ou a 44°, sont sans action sur le comportement du 
phage H a ces deux températures. 
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SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 1° Mars 1951. 


Présidence de M. GASsTINEL. 


NECROLOGIE 


JOSEPH MAGROU 


(1883-1951) 


La Société Francaise de Microbiologie est aujourd’hui en deuil. Depuis 
notre derniére réunion, notre cher Collégue et Président sortant Joseph 
Magrou est décédé. Tous ceux qui ont connu l’homme et suivi l’ceuvre 
de ce savant comprendront ce que représente sa perte pour ses amis 
et pour la science francaise. Ai-je 4 dire ici, dans cette maison ot il a 
tant travaillé, comme chef du Service de Phyto-pathologie, tous les 
titres qu’il avait acquis par son labeur obstiné, toutes les recherches 
qu’il avait effectuées et dont le couronnement fut son entrée a |’Institut 
de France en 1945? Docteur és sciences, Docteur en médecine, Maitre 
de recherches du Centre National de la Recherche scientifique, il appar- 
tenait 4 la Maison de Pasteur depuis de longues années et y assuinail 
V’enseignement de la Mycologie et de la Pathologie végétale au Cours 
Supérieur de Bactériologie. 

Tous les biologistes connaissent ce que ses recherches ont apporlé 
au grand probléme de la symbiose entre plantes supérieures et cham- 
pignons, ce qui devait amener a4 préciser les conditions de la tubéri- 
sation. Magrou établit en effet une corrélation entre la production des 
tubercules et la symbiose avec des champignons microscopiques radi- 
cicoles. Les organismes saccharifient l’amidon contenu dans les racines 
et élévent la concentration moléculaire du suc de la plante. Tout ceci 
devait conduire 4 une méthode de culture symbiotique de la pomme 
de terre pour en accroitre le rendement et enrayer la propagation des 
maladies A virus. Dans ces toutes derni¢res années, Magrou a montré 
qu’une plante annuelle peut acquérir I’état vivace sous l’influence 
d’un facteur extrinséque, tel que la symbiose avec des champignons 


présents dans la terre. 
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Cet ensemble de recherches conduisait 4 1’étude des réactions 
@immunité cellulaire comparable & la phagocytose. D’autre part, Magrou 
observe que le suc des plantes inoculé avec Bacterium tumefaciens, 
agent du cancer, est doué de propriétés agglutinantes et précipitantes, 
analogues a celles observées dans les sérums des animaux préparés. 
Bien plus, et je ne saurais trop le souligner, Magrou constate, a coté 
des phénoménes immunitaires, des réactions 4 type d’hypersensibilité 
allergique, montrant comment les mémes lois peuvent s’observer dans 
le régne animal et végétal. Il est impossible de suivre l’ceuvre de 
Magrou dans ses travaux d’embryologie expérimentale et de morpho- 
logie bactérienne, notamment en ce qui concerne la structure des 
colonies du vibrion cholérique. Un chapitre cependant doit étre signalé 
dans la continuité si parfaite des préoccupations de Magrou, celui ot 
il poursuit les recherches du botaniste Noél Bernard sur les graines 
d’orchidées qui ne peuvent germer que si certaines cellules de 
Vembryon sont envahies par le champignon symbiotique, vivant dans 
les racines d’orchidées adultes. 

Mais je m’arr¢éte 1a, car j’ai hate de dire ce qu’était, a cdté du savant, 
Vhomme d’une exquise modestie que nous avons tous admiré, en lui 
vouant une profonde amitié. Magrou était toute finesse et délicate sensi- 
bilité. Sa haute culture l’avait porté tout particuliérement vers les 
études musicales. I] était compositeur et tenait les grandes orgues de 
la Chapelle du Val-de-Grace. I] me disait un jour, avec quelle ferveur 
et quelle joie, il y passait de longs moments de _ solitude, léglise 
déserte, pour exprimer sur les claviers, dans une haute spiritualité 
chrétienne, tout ce qui s’élevait des profondeurs de son dame vers les 
sommets de sa méditation. I] a supporté stoiquement de longues années 
de souffrances qui n’abattaient point, cependant, ses courageux efforts. 
Vous avez tous vu, mes chers Collégues, ce qu’il était comme Président 
de notre Société, homme affable sachant dire, de sa veix un peu 
chantante du méridional né & Béziers, les mots qui conviennent. 

Avec un tact parfait et une science étendue, il savait résumer une 
discussion et brosser une synthése. Mais par-dessus tout, son exquise 
courtoisie faisait de lui un Président inégalé. Je suis stir d’étre l’inter- 
préte de toute la Société en exprimant 4 Madame Magrou nos respec- 
tueuses condoléances et en l’assurant que le souvenir de Joseph 
Magrou demeurera trés vivant parmi nous. 

Je vous demande, mes chers Collégues, de bien vouloir observer 
cebout, en sa mémoire, une minute de silence recueilli. 


PRESENTATION D’OUVRAGES 


M. Lépine : J'ai Vhonneur doffrir A la Société, au nom de 
MM. Limasset et Darpoux, la deuxiéme édition de leur ouvrage 
Principes de Pathologie Végétale (1). 


AD P. Lrmasser et H. Darpoux, Principes de Pathologie Végétale, 2 édi- 
tion, Dunod, 92, rue Bonaparte, Paris-6°,° 1951, 334 pages, J48 figures. 
Prix : 1 880 fr. Z < 
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La premiére édition, qui date de 1944, a été rapidement épuisée 
c’est dire qu’elle répondait 4 un véritable besoin. Cette nouvelle édition 
revue et augmentée n’a rien perdu, en rajeunissant, des qualités de 
sa devanciére. 

Aprés quelques considérations sur l’historique de la pathologie végé- 
tale, les auteurs ont traité successivement les champignons et bactéries, 
les mycoses des végétaux, les maladies bactériennes, la lutte contre les 
maladies cryptogamiques des plantes par des agents physiques ou des 
produits chimiques, la lutte contre les maladies des plantes par des 
moyens biologiques, les maladies provoquées par les flagellés et les 
algues, les dégdts causés par les phanérogames parasites et enfin les 
maladies a virus des végétaux. Un chapitre de techniques de patho- 
logie végétale et un appendice renfermant la bibliographie des ouvrages 
a consulter complétent utilement cet ensemble. 

On ne saurait trop féliciter les auteurs des qualités qu’ils ont 
déployées dans leur livre, intéressant et agréable & consulter méme 
pour le profane. Une exposition documentée mais dénuée de tout 
hermétisme, des illustrations particuliérement bien choisies et bien 
venues, donnent au texle une trés grande accessibilité ; il n’en est 
pas pour cela élémentaire ni incomplet. Les acquisitions les plus 
récentes de la pathologie végétale et des méthodes scientifiques y sont 
rapportées avec l’ampleur et les précisions que méritent les questions. 

Dans l'ensemble ce livre, recommandable & tous points de vue, 
présente a la fois un panorama détaillé de la pathologie végétale et le 
bilan de nos connaissances en cette science. Tout nous laisse penser 
que cette nouvelle édition connaitra un succés plus vif encore que la 
précédente. 


M. Lépine : Le professeur Claudio Fermi dont l’ceuvre entiére a été 
consacrée 4 l’étude du virus rabique et dont le nom est inséparable 
de l’une des plus précieuses acquisitions qui aient été faites depuis 
Pasteur, la préparation du vaccin antirabique phéniqué, couronne une 
existence laborieuse par un imposant monument : un traité de la rage 
en deux volumes : La Rabbia (1), que j’ai Vhonneur de présenter en 
son nom. 

Je sais, par la correspondance personnelle échangée avec le grand 
savant italien depuis des années, avec quelle minutie et quelle ardeur 
il a depuis longtemps accumulé des documents en vue de la rédaction 
de cet ouvrage : c’est un tableau complet des travaux expérimentaux, 
épidémiologiques et cliniques sur la rage qu’il nous apporte dans les 
quelques 1 350 pages de ce traité. 

Le premier volume décrit la rage et sa diffusion dans le monde, la 
réceptivité de l’homme, la transmission naturelle de la rage aux 
animaux, et discute longuement dans un chapitre trés documenté la 
question de la durée de lVincubation de la rage. Il expose tous les 
symptémes de la maladie ainsi que son diagnostic clinique, chez 
Vhomme d’abord, chez l’animal ensuite. 


(1) Professeur Craupio Ferm, La Rabbia, 2 volumes, « Seclavo » Siena, 
1342 pages. Prix : L. 12000. 
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L’anatomo-pathologie et la cytologie de la rage sont traitées a fond 
dans les chapitres qui suivent, ainsi que les voies d’inoculation chez 
Vanimal, la symptomatologie, l’anatomie pathologique de la rage expe- 
rimentale. Apres une revue des travaux des auteurs ayant participé a 
Vétude des Iésions histopathologiques de la rage et des considérations 
sur la pathogénie des symptémes observés dans la maladie, |]’auteur 
aborde au XIX® chapitre l'étude du virus lui-méme, qu'il envisage 
par rapport a la question des virus en général. 

Apres l’étude de la culture du virus rabique et celle des différentes 
souches classiques du virus (y compris celles du virus fixe de Sassari, 
illustrées par les recherches personnelles de l’auteur), leurs caracteéres 
physiques et l’influence exercée sur elles par différents agents, la ques- 
tion de la vaccination antirabique occupe la presque totalité du 
2° volume. 

Toutes les méthodes connues ou proposées sont passées en revue ainsi 
que la question de la sérothérapie de la rage et sans oublier la vacci- 
nation, systématique ou aprés morsure, des chiens et des herbivores. 
Un dernier chapitre, enfin, traite des méthodes de police vétérinaire 
selon leurs applications 4 la lutte antirabique dans les principaux pays 
du monde. 

Cet apercu du contenu de l’ouvrage donne une idée de son impor- 
tance et permet de comprendre qu’il est, 4 lheure actuelle, sans équi- 
valent au monde. II contient une précieuse source de documentation 
qui en fera un outil indispensable de travail. Il est inévitable qu’un 
monument de cette importance renferme quelques erreurs ou quelques 
oublis de minime importance. On pourrait critiquer certains points 
du plan de lVouvrage ou juger superfétatoires quelques pages de consi- 
dérations générales sur les virus et les bactériophages. Ces critiques 
de détail restent sans portée devant le sentiment d’‘admiration qu’ins- 
pire l’imposant travail de l’auteur et les services incontestables qu’il 
est appelé 4 rendre tant par l’exposé complet de chacun des aspects de 


la question de la rage que par la bibliographie abondante de sa 
documentation. 


COMMUNICATIONS 


ETUDE D'UNE NOUVELLE ESPECE ANAEROBIE DU GENRE 
PASTEURELLA: P. SEROPHILA n. sp. 


par V. BOKKENHEUSER. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Les souches répondant aux espéces anaérobies du genre Pasteurella 
sont rares : depuis 1922, aucune n’a été rencontrée, alors que plusieurs 
milliers de souches anaérobies des autres genres ont été isolées et 
éludiées par le Service des Anaérobies de l’Institut Pasteur. 

En décembre 1950, le D™ Valentin, de Créteil, que nous remercions 
tres vivement, nous a adressé le pus d’un abcés périanal observé chez 
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un jeune aveugle. De ce pus, nous avons isolé en culture pure une 
Pasteurella anaérobie sérophile dont voici la description 


Hasirar, — Vraisemblablement le tube digestif. Trés rare. 


Fic. 1. — Pasteurella serophila. Gross. : X 1 000. 


Fic. 2. — Pasteurella serophila. 
Gross. : <8 000 (micr. électronique. Institut du Cancer, Villejuif. ) 


Morpno.ociz. — Batonnet asporulé, immobile, Gram-négatif, se pré- 
sentant le plus souvent en navettes A coloration bipolaire dans les 
géloses profondes additionnées de sérum ; plus rares dans les bouillons. 

Longueur 1,8 a 2 y,; largeur 0,4 4 0,5 y, (fig. 1 et 2). On rencontre 
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parfois des formes géantes, ovales, mais jamais de filaments ni de 
sphéroides. 


Puystotoci. — Anaérobie trés strict ; thermorésistance nulle ; sero- 
phile obligatoire. Réducteur (rouge neutre et phénosafranine réduits). 


x 


Longévité trés. bréve (dix & quinze jours 4 température ordinaire). 


Cutrures : Tres faiblement gazogénes ; odeur sulfhydrique légére. 


Gélose VF glucosée profonde + sérum : Colonies lenticulaires de 
0.5 mm de diamétre apparaissant en vingt-quatre heures. Pas de gaz. 
Eau peptonée + sérum : Culture trés pauyre ; trouble léger, se 


déposant rapidement. Pas de gaz. 

Bouillon VF glucosé + sérum : Culture lente, en truis a quatre jours; 
si on transplante tous les jours on arrive 4 accélérer le développement 
en vingt-quatre heures ; c'est alors un trouble abondant se déposant 
trés lentement. Le gaz ne sec dégage jamais spontanément, mais si on 
imprime au tube de petits chocs répétés on provoque son dégagement, 
d’ailleurs toujours trés faible. 

Gélatine + sérum : Non liquéfiée. 

Lait + sérum : Coagulé en trente heures. Légére rétraction du 
caillot et exsudation d’une petite quantité de lactosérum. 

Protéines coagulées + sérum :; Pas de digestion. 

Glucides : Fermentation acide marquée du. glucose, lactose, lévulose 
et saccharose, et moins marquée du maltose, galactose, amidon et 
glycérine. 


PROPRIETES BIOCHIMIQUES. — Les nitrates ne sont pas réduits en 
nitrites. 

Les sulfites ne sont pas réduits en sulfures. La fermentation du 
bouillon VF glucosé 4 1 p. 100 produit SH,, NH, (0,24 ¢ par litre) ; 
aldéhydes ; cétones ; indol ; scatol ; amines volatiles ; lacidité volatile 
totale est de 1,65 ¢ par litre ; elle est constituée par le mélange acétique / 
propionique = 1/1. Pas d’acide fixe. 


Pouvorn PATHOGENE. — Ayant été isolée en culture pure d’un abcés 
périanal, cette espéce doit étre considérée, jusqu’A plus ample informé, 
comme un pyogéne. Les cultures n'ont provoqué chez le cobaye et la 
souris aucune lésion expérimentale. Elles ne renfermaient ni toxine, 
ni hémolysine. 


SYSTEMATIQUE. — Les espéces vulgala, ovala, convera et coagulans, 
qui ont été isolées en 1933 par Eggerth et Gagnon (1) de l’intestin 
humain et étiquetées Bacteroides par ces auteurs, ont été transférées 
par Prévot (2) en 1938 au genre Pasteurella aprés la démonstration de 
Vinvalidité du terme Bacteroides. A part P. vulgata, assez fréquente 
(et que Prévot et Tardieux tendent (3) \ considérer aujourd’hui plutét 


(1) EGcertH et Gacnon, 1933, cilés par Weinsperc, NATIVELLE et PREVOT, 
Les microbes anaérobies, 1937, pages 772 et suivantes. 

(2) AR. Prevor, Manuel de classification des anaérobies. 1 vol., Masson, 
1948 (2° édition), pages 67 et suivantes. 

(3) Communication orale, 
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comme une espéce de Spherophorus), les trois autres sont respec- 
tivement trés rare, rare, trés rare. 

L’espéce que nous avons isolée et étudiée est trés rare aussi. Elle 
se distingue facilement des espéces précitées par : 

1° Sa sérophilie obligatoire ; 

2° Ses cultures faiblement gazogéenes ; 

3° La non-liquéfaction de la gélatine ; 

4° Le type fermentaire. 

Il s’agit donc bien d’une espéce nouvelle pour laquelle nous propo- 
sons le nom de Pasteurella serophila. 


LES DELAIS DE REPONSE DEMANDES 
PAR L'INOCULATION AU COBAYE 
DE PRODUITS SUSPECTS DE TUBERCULOSE 


par F. TISON 


(Sanatorium de Praz-Coutant, Haute-Savoie.) 


La récente et remarquable monographie de Jean Desbordes [4] sur 
le « diagnostic des mycobactéries » met en vedette un point parti- 
culier. Il s’agit de la lecture de l’allergie du cobaye inoculé. 

Une expérience de 3 400 inoculations avec 10 200 intradermo-réactions 
el 20 400 allergogrammes nous autorise a tirer quelques conclusions 
qui pourront inciter a certaines modifications techniques. 

Toutes ces inoculations ont été faites sur des produits réputés pauci- 
hacillaires (généralement crachats recueillis directement ou par tubage 
gastrique). Toutes les ressources des examens optiques avaient été 
épuisées auparavant selon les principes de P.-E. Davy et J.-C. Leva- 
diti [2]. 

Inoculation sous la peau de la cuisse gauche de 2 cm* de produit 
non modifié. 

Nous voudrions répondre ici & deux questions fréquemment posées : 

1° L’allergie du cobaye a la tuberculine permet-elle une réponse 
définitive ? 

2° Quel délai est nécessaire avant de sacrifier Vanimal ? 

1° L’allergie du cobaye permet-elle une réponse définitive ? 

La plupart des auteurs, comme Desbordes, n’attendent de lintra- 
dermo-réaction qu'une « indication », la confirmation ne pouvant étre 
donnée que lors de l’autopsie du cobaye. 

Certains rongeurs non spécifiques peuvent préter a confusion si on 
emploie la tuberculine au 1/100 préconisée par Paraf [3]. P.-E. Davy 
et nous-méme [4] avons déja insisté sur ce fait. 

Pour avoir une réaction plus nette nous employons la technique 
suivante 

Le flanc du cobaye est épilé par arrachement des poils, de préférence 
sur une partie de pelage clair, 14 ott la peau n’est pas pigmentée. 
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I”intradermo-réaction est faite avec 1/10 de em? de tuberculine brute 
diluée au 1/10. 

La lecture est faite vingt-quatre heures et quarante-huit heures plus 
tard. Le calque de la réaction est reporté sur Je cahier d’observations. 

Trois éventualités peuvent se présenter : 

a) pas de réaction ; 

b) rougeur qui s’atténue le deuxiéme jour ; ; 

c) escarre franche au centre d’un halo inflammatoire, persistant 
ou s’aggravant le deuxiéme jour. 

Seule cette troisiéme réaction est considérée comme positive étant 
donné la forte dose de tuberculine injectée. 

Elle autorise alors une réponse positive au clinicien. Mais son absence 
n’autorise naturellement pas une réponse négative. Les intradermo- 
réactions sont pratiquées, en effet, tous les trente jours et il convient 
alors d’attendre la suivante. 

Sur les 3400 animaux inoculés, 1126 ont été tuberculisés 

463 ont répondu a la premiére réaction, soit en moins de trente 
jours ; 

608 ont répondu 4 la deuxiéme réaction, soit entre trente et un et 
soixante jours ; 

54 ont répondu 4 la troisiéme réaction, soit aprés plus de soixante 
et un jours. 

Pas une fois, il n’y a eu écart entre la réponse de l’allergie et le 
résultat de l’autopsie. 

Selon cette technique, l’allergie du cobaye a la tuberculine permet 
une réponse définitive. Elle peut, dans les cas favorables, se manifester 
vers le vingtiéme jour, surtout si on emploie notre méthode d’inocu- 
lation [5]. 

Mais il faut attendre la troisiéme réaction mensuelle pour pouvoir 
étre sir de la négativité, sous peine de passer A cdté de 4,7 p. 100 de 
résultats positifs. 

2° Quel délai est nécessaire avant de sacrifier l’animal ? 

Devant la lenteur de certaines réponses, on pourrait étre tenté de 
sacrifier l’animal avant l’apparition de l’allergie. I] est classique de 
faire l’autopsie 4 la cinquiéme ou sixiéme semaine [4]. 

En fait, dans les cas ot, seule la troisitme intradermo-réaction s’est 
révélée positive, on aurait risqué, en sacrifiant l’animal plus tot, de 
trouver des lésions trop minimes pour que leur caractére tuberculeux 
soit mis en évidence sans pratiquer la rétro-inoculation. 

fl ne convient de tuer le cobaye A la cinquiéme semaine que si la 
réponse allergique a été nette et que si les adénopathies sont nettement 
perceptibles. On n’a pas le droit de conclure & une réponse négative 
si on n’a pas observé l’animal plus de trois mois. 

Dans ces conditions, le frottis d’organes ou de pus ganglionnaire 
nous a toujours permis de mettre en évidence les bacilles acido-résis- 
tants dans les 1126 cas ow l’intradermo-réaction avait été positive. 

Les cliniciens pour qui nous pratiquons ces examens connaissent 
parfaitement la signification des réponses mensuelles d’intradermo- 
réaction et peuvent tirer des conclusions nuancées selon la précocité 
de la réponse allergique ; la description des lésions a l’autopsie leur 
vient réguliérement en confirmation. 
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En traitant le produit 4 inoculer [5], on raccourcit la période anté- 
allergique de 20 p. 100, on augmente Ja sensibilité de 30 p. 100. Faite 
dans certaines conditions, l’intradermo-réaction permet une réponse 
définitive, ce qui supprime l’inconvénient d’une observation de plus 
de trois mois avant de sacrifier l’animal. 
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RECHERCHES SUR LA THERMORESISTANCE 


DE CL. SPOROGENES 
ET LE PHENOMENE D’ENTRAINEMENT 
DES ESPECES PEU RESISTANTES 


par A.-R. PREVOT, M. RAYNAUD et H. TATAKI. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Les données classiques assignent comme thermo-résistance habituelle 
a Cl. sporogenes la durée minimum de une heure 4 l’ébullition [4]. 

Ayant eu l’occasion d’étudier depuis une dizaine d’années 54 souches 
de Cl. sporogenes, nous avons eu la surprise de constater |’insuffisance 
de cette assertion et la nécessité de reconsidérer cette donnée impor- 
tante. 


ORIGINE DE NoS soucHES. — Sur les 54 souches étudiées, 22 prove- 
naient du sol (9 de terres arables et boues fluviales et lacustres de 
France, 13 des mémes habitats africains : Sénégal, Guinée, Cote 
d'Ivoire) ; 11 provenaient de gangrénes gazeuses (dont 7 isolées chez 
des soldats américains blessés en France en 1944, et 4 de gangrénes 
diverses chez des civils francais) ; 10 provenaient de boites de conserves 
infectées (dont 3 nous ont été envoyées par le professeur J. Meyer, de 
Strasbourg, et 7 par V. Aschehoug, directeur du Laboratoire de Recher- 
ches bactériologiques de 1’Industrie des Conserves a Stavanger, 
Norvége). Nous remercions trés vivement MM. J. Meyer et Aschehoug 
de nous avoir adressé leurs souches. 

Enfin, 11 autres provenaient de sources diverses. 


TECHNIQUE EMPLOYEE. — C’est a partir de cultures agées de cing jours 
au moins en bouillon VF glucosé 4 2 p. 1000 que nous ensemencons 
des tubes de Hall du méme milieu, préalablement désaérés par ébulli- 
tion, ensemencés a 100° et remis aussit6t dans Je bain-marie 4 100° 
pendant des temps divers évalués au chronométre. Les tubes contenant 
des spores ayant résisté 4 la durée de ]’ébullition sont placés 4 37° et 
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donnent dans les vingt-quatre 4 quarante-huit heures des cultures 
abondantes. 


Résuurats. — Nous avons constaté : 1° que 35 souches ne résistaient 
pas plus de quinze minutes a ]’ébullition. Parmi elles, 17 souches du 
sol, 11 souches de la gangréne et 7 souches de provenances diverses. 

2° 7 souches résistaient de quinze A cinquante minutes a 1]’ébulli- 
tion (dont 3 provenaient du sol et 4 d’habitats divers). 

3° Une souche résistait une heure 4 100° (provenant des boues ther- 
males de Dax). 

4° 11 souches avaient une thermorésistance égale ou supérieure a 
six heures a 100°. Cette donnée est absolument nouvelle et nous avons 
hésité trés longtemps A poser l’étiquette de Cl. sporogenes sur ces 
souches. Ce n’est qu’aprés avoir longuement étudié la situation de 
leur spore, nettement subterminale (par conséquent éliminant le 
diagnostic de Plectridium caloritolerans, qui est la seule espéce 
anaérobie non pathogéne signalée comme résistant plusieurs heures 4 
l’ébullition) et leurs caractéres culturaux biochimiques et immunolo- 
giques, répondant exactement a la description classique de Cl. sporo- 
genes, que nous avons conclu qu’il s’agissait bien de cette espéce (leur 
absence totale de pouvoir toxinogéne et leur putridité intense les 
distinguaient en particulier de Cl. botulinum, dont certaines souches 
en conditions spéciales résistent plusieurs heures a 100°). 

Parmi ces 11 souches, 2 résitaient six heures 4 100°, 8, huit heures 
4 100° et une, huit heures trente A 100°. 

Ces derniéres souches provenaient de boites de conserves. Elles étaient 
donc sélectionnées du fait méme qu’elles avaient résisté a la stérili- 
sation de celles-ci. Expérimentalement, elles résistaient également de 
quinze 4 soixante minutes 4 110°, et méme cing a dix minutes a4 115°. 
suivant les souches. 


INDIVIDUALISATION DES SOUCHES HAUTEMENT THERMORESISTANTES. — Ce 
caractére surprenant de thermorésistance trés élevée chez de nom- 
breuses souches de Cl. sporogenes jusqu’ici jamais signalé, nous incite 
a individualiser ces souches en une variété physiologique nouvelle pour 
les distinguer de la masse des souches répondant A l’espéce-type et ne 
résistant pas plus d’une heure 4 100°. La majorité de ces souches ayant 
été isolées au laboratoire de Stavanger, nous proposons de les nommer 
Cl. sporogenes var. stavangerensis, ny. var. 

Jusqu’ici nous n’avons pas trouvé a cette variété de caractéres diffé- 
rentiels autres que cette thermorésistance anormalement élevée, mais 
i! n’est pas exclu de penser que d’autres caractéres puissent ultérieu- 
rement étre décrits. 

A noter que le temps maximum de huit heures trente est le méme 
que celui qui a été trouvé par Meyer et Lang pour Pl. caloritolerans 
et il semble que ce soit ]’extréme limite de résistance des spores bacté- 


riennes, aucun auteur n’ayant jamais signalé de bactéries plus résis- 
tantes. 


RECHERCHES SUR LE PHENOMENE D’ENTRAINEMENT. — En 1926, Meyer 
el Lang ont décrit un anaérobie hautement résistant : Plectridium 


& 
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caloritolerans, qui survit & un chauffage de cing cent dix minutes 
4 100°. Or, quand on associe Pl. caloritolerans A Cl. bolulinum, ce 
dernier voit sa thermorésistance passer de trois cent soixante minutes 
(maximum) 4 quatre cent soixante-dix minutes d’ébullition [2]. 

Ne possédant pas de souches de Pl. caloritolerans dans notre collec- 
tion, nous n’avons pas pu vérifier cette expérience ni en chercher le 
mécanisme. Aussi nous sommes-nous servi de la souche 333 de 
Cl. sporogenes qui résiste huit heures trente 4 100° pour essayer d’en- 
trainer un autre anaérobie : Welchia perfringens, souche Mayer, dont 
la résistance maximum est de trois minutes A 100°. 

Voici les résultats de nos expériences, ot chaque résultat a été obtenu 
sur 5 tubes de Hall de bouillon VF glucosé & 2 p. 1000, pH 7,4. 

Si on laisse les cultures des deux anaérobies en contact pendant 
quinze minutes, W. perfringens ne subit pas d’entrainement Aa la 
résistance thermique. Aprés un contact de trente minutes, il résiste 
cing minutes a 100°. 

Aprés un contact d’une heure entre les deux cultures, W. perfringens 
peut résister trente minutes 4 100°, mais il ne résiste pas quarante 
minutes. Si le contact est plus long (deux heures a vingt-quatre 
heures), la thermorésistance est toujours de trente minutes et ne peut 
pas étre dépassée. 

A noter qu’une souche entrainée ayant résisté trente minutes aprés 
contact perd aussit6t cette thermorésistance dés qu’elle n’est plus en 
contact avec la souche entrainante. 

Si nous répétons les mémes expériences avec Cl. fallax, souche Tracol, 
nous ne voyons aucune augmentation de la thermorésistance. Le 
phénoméne d’entrainement n’est donc pas un phénomeéne général, 
mais il n’est pas non plus localisé aux deux espéces étudiées par Meyer 
et Lang. 


RECHERCHES SUR LE MECANISME DU PHENOMENE D’ENTRAINEMENT. — Quelle 
est la substance qui, dans la culture de Cl. sporogenes 333, provoque 
l’augmentation de la thermorésistance de 'W. perfringens Mayer ? 

Nous avons d’abord séparé les corps microbiens de Cl. sporogenes 
par centrifugation et lavage et mis en contact pendant une heure des 
cultures de W. perfringens Mayer séparément avec les corps micro- 
biens d’une part, et le liquide clair surnageant d’autre part. 

Le contact d’une heure avec les corps microbiens lavés provoque la 
méme augmentation de la thermorésistance et la porte a trente 
minutes. 

Le contact d’une heure avec Je surnageant l’augmente aussi, mais 
un peu moins : vingt minutes. 

Ainsi, la substance responsable de ce phénoméne d’entrainement 
existe dans les corps microbiens et diffuse dans le milieu. 

Pour essayer de discerner 4 quel groupe de corps elle appartient, 
nous avons fait quelques investigations 

1° Les corps microbiens de Cl. sporogenes traités par la méthode de 
Raynaud [3] donnent des extraits qui, aprés dialyse, n’augmentent 
pas la thermorésistance de W. perfringens. 

2° Nous avons cherché a précipiter, & partir d’un filtrat de Cl. spo- 
rogenes qui a provoqué le phénoméne d’entrainement, une substance 
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active : les précipités obtenus par SO,(NH,), 4 saturation, par |’éthanol 
(2 volumes), par le méthanol (2 volumes), se sont montrés incapables 
d’augmenter la thermorésistance de W. perfringens. 

Il est possible que les souches thermorésistantes de Cl. sporogenes 
sécrétent une substance qui enveloppe les spores et les protége contre 
les effets du chauffage ou qui est adsorbée sur les spores et leur confére 
une plus grande résistance. Cette substance peut se fixer sur d’autres 
espéces sporulées et leur conférer temporairement une thermorésistance 
plus élevée que la leur propre, sans qu’elles acquiérent pour autant la 
propriété de la produire. La nature chimique de cette substance reste 
a déterminer. 


ConcLusions. — 1° La notion classique que Cl. sporogenes résiste en 
moyenne une heure a 1’ébullition est fausse. 

2° Sur 54 souches étudiées dont 22 provenaient du sol, 11 de gan- 
grénes gazeuses, 10 de conserves infectées et 11 de divers habitats, 
nous n’avons trouvé qu’une seule souche dont la thermorésistance 
était d’une heure a 100°. 

8° Sur les 42 souches dont la thermorésistance est inférieure a cette 
durée, 35 ne résistaient pas plus de quinze minutes a 100° et 7 résis- 
taient de vingt A cinquante minutes a 100°. 

4° 11 souches avaient une thermorésistance dépassant six heures 
4 100°. Parmi ces 11 souches figurent toutes celles qui ont été isolées 
de conserves infectées (10) et une provenant d’une péritonite. Sur ce 
total, 9 résistaient de huit heures 4 huit heures trente 4 100° ; quinze 
minutes 4 110° et cing minutes a 115°. 

5° Nous devons désormais considérer comme normales et répondant 
a Vespéce-type toutes les souches de Cl. sporogenes résistant moins 
d'une heure a 100° et considérer les souches hautement thermoré- 
sistantes comme une variété physiologique : Cl. sporogenes var. stavan- 
gerensis. 

6° Le contact entre les cultures de Cl. sporogenes var. stavangereisis 
et de W. perfringens pendant une heure entraine ce dernier a résister 
trente minutes 4 100°, alors que sa résistance normale est de trois 
minutes. 

7° La substance responsable de ce phénoméne d’entrainement se 
trouve dans les corps microbiens et diffuse dans les cultures. 
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SUR LA STRUCTURE ANTIGENIQUE 
DE PASTEURELLA TULARENSIS 


par G. GIRARD et J, GALLUT. 


(Unstitut Pasteur.) 


De récentes recherches ont apporté Jes premiéres données sur la 
conslitution antigénique de l’agent étiologique de la tularémie. Au 
laboratoire de Lee Foshay, a Cincinnati, P. S. Nicholes [4], en soumet- 
tant, aprés dessiccation, d’importantes quantités de P. tularensis 
cultivées en milieu liquide 4 la digestion trypsique ou a l’extraction 
phénolique, a obtenu plusieurs fractions dont l’une s’est "sevelée anti- 
génique. Il a aussi reconnu que les filtrats de culture ne contenaient 
aucun antigéne décelable provenant d’un processus d’autolyse du 
microorganisme. La fraction antigénique isolée par Nicholes a fait, de 
sa part, l’objet d’une étude immuno-chimigque trés détaillée et conduit 
4 une application pour une réaction de fixation qui s’avérait difficile 
avec le microbe total dont le pouvoir anticomplémentaire était trés 
Jevé. 

Par ailleurs, M. Alexander [2], par le procédé d’extraction phéno- 
lique de Palmer et Gerlouch a isolé une fraction polyosidique qui 
permet, 4 l’aide d’une réaction de précipitation effectuée sur le sérum, 
de mesurer le degré d’immunité aprés vaccination ou atteinte naturelle 
de tularémie. Le principe est celui préconisé par Heidelberger et coll. 
pour le tilrage des anticorps sériques vis-a-vis des polyosides du pneu- 
mocoque ou du méningocoque. 

Enfin, on reléve dans un article d’ensemble de L. Foshay [3] ‘sur 
la tularémie que les filtrats de culture en milieu liquide de P. tula- 
rensis sont dénués de toxicité. 

Le point de vue auquel nous nous sommes placés différe de celui 
des auteurs précités. Nous avons voulu seulement rechercher si, dans 
le groupe des Pasteurella auquel on tend 4 rattacher l’agent de la 
tularémie, celui-ci se rapprochait, par l’existence ou l’absence d’un 
antigéne complet (Boivin), de Pasteurella sensu stricto qui contient ce 
principe [4] ou de P. pestis et P. pseudotuberculosis qui en sont 
dépourvues [5]. D’autre part, était-il possible de mettre en évidence 
chez P. tularensis un principe toxique que l’on sait présent chez 
P. avicida et P. pestis, tandis qu’il est trés exceptionnel chez P. ie 
tuberculosis [6] ? 

Nos investigations ont porté sur deux souches isolées aes deux 
ans en France, l’une de l’homme (souche L), l’autre d’un liévre 
(souche C), toutes deux hautement virulentes, mortelles pour la souris 
4 la dose voisine de l’unité. Elles se sont comportées dans nos expé- 


riences de facon identique. 
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1° PRESENCE D’UN ANTIGENE COMPLET (BOIVIN), NON TOXIQUE, CHEZ 
P. tularensis. — Des cultures de trois jours de P. tularensis (souche L) 
sur milieu de Francis et en tubes de Legroux (poids 4 1’état frais, 
1708 g) sont, aprés lavage A l’eau physiologique, traitées par la tech- 
nique de Boivin a l’acide trichloracétique. L’extrait, trés opalescent, 
est dialysé contre eau courante, puis eau distillée, et précipité par 
addition de 8 volumes d’alcool 4 96°. Le précipité aprés lavage 4 
l acétone et ]’é6ther se présente sous ]’aspect d’une poudre blanchatre. 
Repris par 100 cm® d’eau physiologique, il s’y dissout rapidement en 
totalité en donnant une solution colloidale opalescente, mais parfai- 
tement stable. Cet extrait purifié ne donne aucune réaction des pro- 
téines, mais une réaction de Molisch positive. Il précipite spécifique- 
ment avec un sérum de tularémique a la dilution de 1/200. 

L’extrait a été injecté a 3 lapins par voie intraveineuse a doses crois- 
santes (4 doses réparties sur douze jours) sans provoquer aucun trouble 
ni amaigrissement. Le sérum de ces lapins, prélevé dix jours aprés la 
derniére injection, précipitait a 1/200 l’extrait purifié et agglutinait 
4a 1/500 la suspension de P. tularensis utilisée pour le séro-diagnostic 
de la tularémie. A noter que le sérum de deux de ces lapins donnait 
une agglutination croisée 4 1/50 et 1/10 avec. Br. aborius suis, ce qui 
est courant pour les sérums tularémiques [7]. 

Une deuxiéme préparation d’antigéne 4 partir de la souche C nous 
a fourni un extrait qui s’est comporté chimiquement et sérologique- 
ment comme le précédent. 

Des essais de toxicité se sont montrés négatifs. Deux lots de souris 
ont recu par voie péritonéale des doses variables d’extrait trichloracé- 
tique purifié, la plus faible correspondant a 1,7 mg de microbes frais, 
la plus forte 4 17 mg. Tous ces animaux sont restés indemnes. 

La sensibilité cutanée du lapin normal vis-a-vis de cet antigéne a été 
éprouvée suivant les modalités du test utilisé par G. Larson [8]. 
Injectée dans le derme du flanc, aprés épilation, une dose d’extrait 
correspondant 4 42,5 mg de microbe frais n’a produit qu’une papule 
modérée disparaissant en moins de soixante-douze heures. 


2° ABSENCE DE PRINCIPE TOXIQUE DANS LES EXTRAITS TOTAUX MICROBIENS. 
— Des cultures de trois jours de P. tularensis sur milieu de Francis 
au sang de lapin d’un cété, a l’extrait globulaire de l’autre, sont récol- 
tées sur 14 boites de Legroux et mises en suspension en eau distillée 
(10 cm* par boite). Ce matériel est soumis a trois congélations et 
décongélations successives suivant le procédé Gory-Grasset. On obtient 
un extrait trés trouble que la centrifugation n’éclaircit qu’A peine. 
Les germes ne sont pas tous tués, comme le prouve l’inoculation A la 
souris qui succombe en quarante-huit heures de septicémie tularé- 
mique. Une portion de l’extrait est recouverte de toluol et  stérile 
apres trois jours. Une autre est filtrée sur L3. 6 souris injectées par 
voie péritonéale avec chacun de ces extraits, 2 avec 1/20, 2 avec 3/10, 
2 avec 5/10 de centimétre cube restent indemnes. 

Dans des conditions expérimentales identiques, les extraits de 
P. pestis tuent toujours la souris 4 la dose de 1/10 au moins. Nous 
savons aussi que la souris supporte sans dommage de fortes doses de 
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P. tularensis tuée par chauffage, tandis qu’aux mémes doses P. pestis 
la tue par intoxication. 


Discussion Er concLusion. — La présence d’un antigéne complet 
(Boivin) sépare P. tularensis de P. pestis et P. pseudotuberculosis et la 
rapproche du microbe type du genre Pasteurella, P. avicida. L’absence 
de toxicité pour la souris de ce complexe est un fait intéressant, unique 
croyons-nous, jusqu’&a présent, et que confirme la non-toxicité des 
extraits totaux de ce microorganisme. Si le terme d’endotoxine usité 
pour désigner l’antigéme O complet des germes Gram-négatif, Salmo- 
nelles et autres, se concoit puisque ce complexe antigénique est patho- 
géne, il ne saurait convenir a un extrait microbien qui ne l’est pas. 
Les réactions que les extraits de P. tularensis provoquent sont essen- 
tiellement de nature allergique comme l’a bien montré Lavergne. La 
« tularine » n’est donc pas une endotoxine au sens littéral du mot. 

Ces conclusions n’infirment en rien celles des auteurs qui, comme 
H. Drieux et coll. [9], attribuent 4 une toxine fortement nécrosante 
les lésions constatées 4 l’examen histo-pathologique des organes des 
animaux infectés expérimentalement. Un raisonnement analogue est 
aussi bien valable pour la pseudo-tuberculose, comme nous l’avons fait 
remarquer ailleurs [6]; le comportement in vitro et in vivo d’un 
germe pathogéne n’est pas nécessairement identique. 


Résumé. — On a mis en évidence, chez Pasteurella tularensis, la pré- 
sence d’un antigéne complet, type Boivin, qui est atoxique. Les extraits 
totaux du microbe sont eux-mémes dépourvus de toxicité (*). 
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L’ACTION DE L’AUREOMYCINE 
SUR LA CULTURE D’'UN STAPHYLOCOQUE 
OBSERVEE AU MICROBIOPHOTOMETRE 
par Ewatp EDLINGER et Micney FAGUET. 


(Institut Pasteur. Service du Ractériophage.) 


L’étude de la sensibilité A l’auréomycine des différents microorga- 
nismes montre de trés grandes différences selon les auteurs. Paine 
et coll. [4] indiquent que la concentration bactériostatique est de 
1 4 2 yg par centimétre cube pour le staphylocoque. Pour Price et 
coll. [2], cette dose est de 0,09-25 yg par centimétre cube. Bryer et 
coll. [3] ont constaté que 0,6 yg par centimétre cube d’auréomycine 
inhibait le staphylocoque. Lankford et Lacy [4] utilisent une méthode 
turbidimétrique : la concentration inhibant la croissance dans la pro- 
portion de 50 p. 100, est, en dix-huit heures, pour la souche la plus 
sensible, de 0,012 yg et pour la plus résistante de 0,033 yg par centi- 
métre cube. Beigelmann [5]| recherche les causes de ces divergences 
et obtient des résultats sensiblement comparables a ceux de Lankford 
et Lacy [4]. Il attire l’attention sur le moment de la lecture qui serait 
responsable du désaccord. Chandler et Bliss [6], Bliss et Chandler [7]. 
Bliss et Todd [8] signalent que l’action de l’auréomycine n’est que 
transiloire. A une courte période de bactériostase succéderait une 
nouvelle phase de croissance. Il s’ensuit que le temps d’observation 
est d’une trés grande importance. Mais les auteurs qui utilisent la 
méthode des cylindres sur boite de gélose ne peuvent obtenir un 
résultat visible qu’aprés l’apparition d’un gazon bactérien suffisant. 

A ce moment la nouvelle croissance est déja amorcée. Donec, la 
méthode des dilutions est généralement préférable, surtout lorsqu’on 
utilise un appareil 4 mesurer la turbidité. Cependant, tous les auteurs 
cités constatent une période bactériostatique a la suite de ]’introduc- 
tion de lantibiotique dans la culture bactérienne. Pour expliquer 
Vapparition de la nouvelle croissance, plusieurs hypothéses sont avan- 
cées : apparition d’une culture résistante, mais surtout destruction de 
Vantibiotique qui est trés sensible 4 la réaction alcaline du milieu et 
aux températures élevées (Dornbush et coll. [9], Aitoff [410], Henne- 
berg et Waterstrast [44]). 

Cependant, les observations faites dans un autre but (Faguet et 
Edlinger [42] nous avaient conduits & penser que le microbiophoto- 
métre de M. Faguet [413], par son enregistrement continu des densités 
opliques, devait se préter d’une maniére particuligrement adéquate A 
Vobservation des phénoménes qui se produisent lorsque l’auréomycine 
est ajoutée & une culture bactérienne. 

Lxpériénces : Les 6 cuves de lappareil recoivent chacune 20 cm? 
d’eau peptonée (A 1 p. 100 de peptone UCLAF et 0,1 p. 100 de glucose) 
préalablement ensemencée avec environ 500 000 germes par centimétre 
cube provenant d’une culture de dix-huit heures de staphylocoque 
Twort sur gélose inclinée, A 37° C. 
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L’auréomycine utilisée dans nos expériences provenait d’échantillons 
commerciaux (auréomycine Lederlé) en ampoule contenant 100 mg de 
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HEURES 
Fic. 14.."— Enregistrement au microbiophotométre. — Courbe I, croissance du 


témoin. Les courbes II-V représentent la culture sous J influence respective 
de 0,04, 0,14 et 10 wg d’auréomycine par centimétre cube. a, ordonnée de X! X". 
En pointillé, les tangentes. 
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Fic." 2. — En ordonnées, les valeurs des tangentes «, en abscisses, les concen- 
trations en auréomycine en notation sewi-logarithmique. x représente trois 
expériences identiques, o une seule expérience. 


poudre ; nous avons dilué cette quantité dans 100 cm® d’eau bidistillée 
stérile. Cette solution-mére et les dilutions appropriées 4 nos expé- 
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riences étaient conservées A la glaciére et n’étaient utilisées que 
pendant quinze jours. ae 

Des 6 cuves de l’appareil, une était réservée & la culture-temoin. 
Les autres recevaient différentes quantités d’auréomycine. 

Résultat des expériences : La figure 1 montre une partie de ces 
expériences. La courbe 1 représente les changements de la densité 
optique au cours de la croissance. A une courte phase de latence succéde 
la phase exponentielle A laquelle fait suite la phase d’arrét de la crois- 
sance. Les cuves 2, 3, 4 et 5 ont recu respectivement 0,01, 0,1, 1 el 
10 yg d’auréomycine par centimétre cube. Les courbes correspondantes 
montrent une phase de latence d’une durée sensiblement égale a celle 
de la courbe de la culture témoin, mais ensuite, la densité optique 
n’augmente qu’&A un rythme beaucoup plus lent. Les maxima sont plus 
bas que le maximum du témoin. En tragant pour chaque courbe la 
tangente correspondant A des points situés sur une droite paralléle 4 
l’axe des abscisses et se trouvant a une distance a de cet axe, et en 
calculant les valeurs respectives de ces tangentes, on constate que ces 
valeurs varient réguliérement avec la concentration en auréomycine. 

Nous avons ainsi mesuré l’angle q obtenu dans toutes nos expé- 
riences. Les résultats sont représentés sur la figure 2. En ordonnées 
figurent les valeurs des tangentes gq, en abscisses les concentrations 
en auréomycine en notation semi-logarithmique. Les valeurs s’éche- 
lonnent sur une courbe d’ailure réguliére. 

Discussion. — Nos expériences sont en contradiction avec les résul- 
tats obtenus par les auteurs cités plus haut : nous n’avons pas retrouvé 
la phase bactériostatique de l’auréomycine précédant l’apparition d’une 
nouvelle croissance qu’ils ont décrite. Nous avons constaté que la 
culture microbienne présentait une croissance continue. Cette crois- 
sance est moins active et n’atteint pas le méme degré de turbidité 
que la culture non traitée par l’antibiotique. 

Nous croyons que cette divergence essentielle est due aux différences 
des méthodes utilisées, tandis que les autres auteurs ne font qu’une 
lecture turbidimétrique 4 un temps donné ou, dans le cas le plus 
favorable, & des intervalles de deux 4a quatre heures (Beigelmann [5]), 
nous avons enregistré, grace au microbiophotométre, le développement 
continu de la culture, Ainsi, nous avons pu constater ]’élévation conti- 
nuelle de la courbe de croissance et ]’influence de la concentration en 
auréomycine sur le niveau atteint. 

De cette constatation, nous nous croyons autorisés A suggérer l’utili- 
sation du microbiophotométre comme méthode de titrage de l’auréo- 
Juveine. 

D’autre part, pour expliquer le mode d’action de l’antibiotique, 
nous proposons l’hypothése suivante : avec les doses étudiées, ]’auréo- 
mycine ne produit pas d’action bactériostatique ou bactéricide, mais 
elle semble intervenir dans la croissance et dans la division de la 
cellule bactérienne en les diminuant d’autant plus fortement que la 
concentration est plus élevée. 

L’action nocive de l’auréomycine pour les bactéries doit étre inti- 
mement liée 4 la reproduction bactérienne. 

Résumé, — Les observations au microbiophotométre ont permis de 
montrer que l’auréomycine ralentit la phase exponentielle d’une 
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culture bactérienne. Le ralentissement est proportionnel aux concen- 
trations en antibiotique. 
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CARACTERES BIOLOGIQUES DES STAPHYLOCOQUES 
ISOLES D'INTOXICATIONS ALIMENTAIRES 
ET METHODES DE DETECTION 
DE L’ENTEROTOXINE STAPHYLOCOCCIQUE 


par P. MERCIER, J. PILLET, M™> P. CHABANIER et Mz B. ORTA. 


(Unstitut Pasteur. Annexe de Garches.) 


Nous avons pu disposer (1) de 10 souches de staphylocoques isolées 
d’intoxications alimentaires. Celles-ci se sont produites récemment 
dans la région parisienne, & la suite de lingestion de conserves de 
sardines, de paté et de rillettes. Laissant volontairement de cdté les 
aspects cliniques et épidémiologiques des intoxications alimentaires 
provoquées par le staphylocoque, nous avons centré notre étude sur 
les caractéres biologiques de ces souches. 

Pigment. — Les 10 souches prélevées sur les produits alimentaires 
contaminés étaient toutes dorées, mais nous rappellerons une fois 


(1) Grace 4 l’obligeance du professeur Boyer et de Mue Je Dr Corre, que 
nous remercions trés vivement. 
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encore que le pouvoir chromogéne du staphylocoque n’est pas un 
critére fidéle et précis de pathogénése. 

Fermentation du mannitol. — Le milieu de Chapman modifié, conte- 
nant 10 p. 1000 de mannitol et un indicateur de réaction, a viré en 
moins de vingt-quatre heures avec chacune des souches. 

Elaboration de coagulase. — Les 10 souches ensemencées en bouillon 
nutritif ont engendré la coagulation totale du plasma de lapin en une 
heure trente pour 7 souches et en deux heures pour les 3 autres. 

Production d’hémolysines. — Chaque souche a été ensemencée 4 la 
fois sur gélose au sang de lapin et sur gélose au sang de mouton. Sur 
les 10 souches, 2 élaboraient 4a la fois les hémolysines q@ et B ; les 
8 autres ne sécrétaient que ]|’hémolysine g. 

Production de toxine og. — L’une des souches (m° 12), ensemencée 
sur milieu de digestion papainique et cultivée en atmosphére enrichie 
en CO, durant une semaine, a produit une q-toxine dont la dose-test 
hémolytique était de 0,10 cm’. Deux autres, dans les mémes condi- 
tions, ont élaboré une toxine dont la dose-test hémolytique était de 
0,30 cm. 

L’ensemble de ces examens confirme une fois de plus que la coagu- 
lase, la fermentation du mannitol et la production d’hémolysines cons- 
tituent les meilleurs tests du pouvoir pathogéne du staphylocoque [4]. 


PRODUCTION ET MISE EN EVIDENCE DE L’ENTEROTOXINE STAPHYLOCOCCIQUE. 
—- Parmi les 10 souches, 3 ont été retenues pour rechercher leurs pro- 
priétés entérotoxiques. L’une d’elles (n° 12) a été cultivée en milieu 
liquide pendant une semaine a4 37°. Les 2 autres (n° 54 et 55) furent 
ensemencées en milieu semi-solide de Dolman et cultivées pendant 
trois jours 4 37°. Dans-tous les cas, les cultures furent effectuées en 
atmosphére contenant 20, p. 100 de CQO,. Aprés centrifugation pro- 
longée, le liquide surnageant fut divisé en deux fractions. Dans ]’une 
d’elles, nous» avons recherché les hémolysines produites. Les résultats 
de cet examen ont été donnés plus haut 

L’autre fraction fut chauffée a l’ébullition durant vingt minutes 
pour détruire les hémolysines. Le centrifugat chauffé, totalement 
dépourvu d’hémolysines, ainsi que nous l’avons vérifié, fut alors injecté 
soit au jeune chat par voie veineuse, soit 4 la grenouille par voie paren- 
térale dans le sac lymphatique dorsal (2). 

Chez le jeune chat, d’un poids moyen de 1 kg, nous avons noté 
Vapparition des premiers troubles une heure trente aprés l’injection 
de 1 cm® du centrifugat chauffé : nausées, contractions violentes de 
la musculature abdominale, vomissements et défécations fréquentes, 
alors qu’un animal témoin, injecté dans les mémes conditions avec 
un bouillon. du lot ayant servi a la culture, est demeuré indemne. Chez 
le chat malade, les troubles ont régressé rapidement et aprés vingt- 
quatre heures V’animal ne présentait plus de symptéme morbide. 

Les grenouilles (Rana viridis et Rana fusca) injectées avec le centri- 
fugat chauffé ont réagi dans les cing premiéres minutes qui ont suivi 
injection et ont présenté des troubles & peu prés semblables A ceux 


(2) Nous remercions nos collégues, les Dts Comandon et Girard, de leurs 
conseils techniques. 
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décrits récemment par Robinton [2] : immobilité de l’animal, protru- 
sion des globes oculaires, baillements, rejet de mucus, turgescence des 
giandes 4 mucus cutanées, membres enter eure en extension, memhres 
postérieurs soulevés de telle maniére que le corps de la grenouille se 
place parallélement au fond de l’aquarium. Des animaux témoins, 
injectés avec le bouillon non ensemencé et avec le filtrat chauffé a 100° 
d'une souche de staphylocoque non entérotoxique, demeurérent abso- 
lument normaux. 

‘De ce bref exposé, qui confirme toute la valeur des tests sur le jeune 
chat [3] et sur la grenouille, nous retiendrons spécialement le fait 
que, conformément aux observations antérieures [4], 1l’entérotoxine 
staphylococcique, thermostable, non détoxiquée par le formol et non 
antigénique, se distingue enti¢rement des exotoxines véritables, 
N’y a-t-il pas lieu de la rapprocher du poison convulsivant, thermo- 
stable et non antigénique, contenu dans la toxine botulique D, récem- 
ment étudiée par Prévot et Brygoo [5] >? Ces auteurs ont émis l’hypo- 
thése qu’il s’agit d’amines de décarboxylation. La méme hypothése 
peut étre soulevée au sujet de l’entérotoxine staphylococcique. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans _ les 
Annales de l’Institut Pasteur : 


Recherches sur les facteurs qui conditionnent l’appartenance 
des bacilles paratyphiques B aux différents types bactério- 
phagiques de Felix et Callow. — I. La lysogénéité des diffé- 
rents types de « Salmonella paratyphi B », par P. Nicotte, 
Y. Hamon et E. Epiincer. 


Recherches sur les facteurs qui conditionnent l’appartenance 
des bacilles paratyphiques B aux différents types bactério- 
phagiques de Felix et Callow. — IJ. Obtention expérimen- 
tale, & partir des cultures non lysogénes, des types de 
« S. paratyphi B » au moyen des bactériophages extraits 
des cultures lysogénes, par Y. Hamon et P. NIcoLze. 


Influence exercée par la phagocytose de bacilles de Koch 
vivants ou tués et par une fraction lipopolysaccharidique 
isolée de ces bacilles sur les phénoménes de migration 
leucocytaire « in vitro », par Nine Cnoucroun, A. DELAUNAY, 


S. Bazin et R. Ropineaux. 
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Les facteurs antigéniques du vibrion cholérique et leur 
détermination par agglutination microscopique, par A. Wansa 
(présentée par J. GaLLuT). 


Action de la congélation prolongée sur la vitalité de tumeurs 
spontanées de la Souris, par P. Liépine, G. Banskr et L. Reinie. 


Effet du benzoate et du salicylate sur la respiration des 
bacilles tuberculeux virulents et avirulents, par A. ANDREJEW. 


Sensibilité aux antibiotiques de 700 souches de germes aéro- 
bies titrées en 1950, par Y. Cxaasperr. 


L’élimination des germes banaux dans les crachats recueillis 
directement ou par tubage gastrique et destinés 4 la culture 
du bacille de Koch. Applications de certains perfectionne- 
ments a l’ensemencement de 6500 tubes de milieux @ 
l’ceuf, par F. Tison. 


Action du 2,3 dimercaptopropanol (BAL) seul ou associé au 
chloramphénicol ou a l’auréomycine sur quelques bactéries 
a Gram-négatif, par G. Renoux et J. Roux. 


Hémagglutination par le virus de la variole aviaire, par 
J. VreucHANGE et E. Lavat. 


AVIS 


Les Bibliothéques de ]’Institut Pasteur viennent d’éditer le cata- 
logue des congrés et des périodiques qu’elles possédent. S’adresser A 
la Bibliothéque de l'Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, 
Paris (XV°). Prix : 150 fr. (Compte chéque postal : Paris 336-94, ou 
coupon-réponse international). 


LIVRES REGUS 


Charles H. Cunningham. — A laboratory guide in virology. Burgess 
Publishing C° Minneapolis, 70 pages, 27,5 x 21 cm. 


Il s’agit 14 d’un guide destiné aux travaux pratiques des étudiants 
suivant aux Ktats-Unis l’enseignement spécial des techniques de viro- 
logie. Il se présente sous l’aspect de feuillets ronéotypés réunis par 
une reliure souple, faciles A consulter, contenant des schémas clairs 
des méthodes d’inoculation, des protocoles d’expériences, des modes 
opératoires pour les titrages et déviations de complément, etc. Mais 
c’est en méme temps plus et mieux qu’un simple memento de tra- 
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vaux pratiques. La clarté et la précision des méthodes exposées, les 
références bibliographiques qui accompagnent chaque exercice et le 
rappel des principes qui les inspirent font de cet ouvrage un véritable 
petit traité de techniques qui a sa place dans tout laboratoire de 
diagnostic des virus aussi bien que dans les services d’enseignement. 
fl va de soi, du reste, que le niveau de l’enseignement et la qualité 
des travaux pratiques dépassent de beaucoup ce qui serait donné en 
Europe, en France tout au moins, a des étudiants en médecine. 
La formation a laquelle correspondent les travaux pratiques envisagés 
est déja celle d’un spécialiste qualifié. Peu de critiques A adresser 
a Vouvrage si ce n’est l’usuelle limitation des références 4 celles de 
langue anglaise ou le maintien en matiére de diagnostic de la rage 
de techniques traditionnelles au Nouveau Monde (frottis et colorations 
par la méthode de Sellers) qui ne sauraient étre considérées comme 
les meilleures. Ce sont, il faut le reconnaitre, des critiques de minime 
importance. Par ailleurs, toute la partie sérologique, si complexe pour 
les débutants, est de premier ordre. L’ensemble forme un excellent 
modéle dont on souhaiterait voir s’inspirer bien des responsables d’un 
enseignement sur les virus. 
1 be 


Medical Research Council, special report series, n° 270. -— Reports 
on Biological Standards : VI. The Design of Toxicity Tests, 
London : His Majesty’s Stationery Office, 1950, 50 pages, prix : 
I siGid: 


L’auteur passe en revue les différentes méthodes permettant d’appré- 
cier la toxicité d’un produit quelconque et discute leur valeur. 


Medical Research Council, Memorandum, n° 24. — The causes of 
blindness in England and Wales, London : His Majesty’s Sta- 
tionery Office, 1950, 41 pages, prix : 1s 6d. 


Deux causes importantes de cécité ont été éliminées ou notablement 
réduites au cours des derniéres années : la variole, qui jusqu’a 1872 
était responsable des deux tiers des cas, et l’infection des nouveau-nés 
dont le pourcentage est maintenant considérablement réduit du fait 
des précautions prises au moment de la naissance et de l’emploi des 
sulfamides et de la pénicilline. Cependant, d’une part, la proportion 
des aveugles augmentant avec l’4ge, et le nombre des vieillards s’éle- 
vant réguliérement au cours des derniéres années, d’autre part le 
dépistage étant de plus en plus poussé, la diminution du nombre des 
cas apparait moins importante qu’elle ne l’est en réalité. Les diffé- 
rentes causes de cécité aux divers Ages et chez les deux sexes sont 
étudiées et les perspectives d’avenir examinées. 


Medical Research Council, Memorandum, n° 21. — List of Species 
Maintained in the National Collection of Type Cultures, London : 
His Majesty’s Stationery Office, 1950, 16 pages, prix : 9d. 


Depuis le 1° janvier 1950, un certain nombre de cultures, faisant 
jusque-la partie de la Collection nationale, ont été transférées a des 
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organismes industriels ou agricoles spécialisés et cette seconde édition 
de la présente liste ne comporte plus que les germes intéressant les 
travailleurs de laboratoire dans le domaine médical et vétérinaire. Ces 
cultures sont A la disposition des chercheurs des Universités, labora- 
toires de recherches, etc. Les milieux propres a leur conservation sont 
indiqués dans la liste pour chacune d’elles. Dans un proche avenir, 
les germes pourront étre expédiés sous forme de cultures desséchées. 


Hans Schmidt. — Fortschritte der Serologie, Verlag von D* Dietrich 
Steinkopff, Darmstadt, 1950. 


Quatriéme fascicule de la série étudiant les différents antigénes des 
streplocoques, les toxines bactériennes et les poisons animaux (serpents, 
scorpions, abeilles, etc.), ainsi que les antigénes hétérologues (Fors- 
sman). 


Brucellosis. — A Symposium under the Joint Auspices of National 
Institutes of Health of the Public Health Service, Federal Secu- 
rity Agency, United States Department of Agriculture, National 
Research Council ; september 22-23, 1949, Bethesda, Maryland. 
American Association for the Advancement of Science, Was- 
hington, 1950, 271 pages, 23 x 15 cm. 


Ce symposium, publié sous la direction de C. L. Larson et de 
M. H. Soule, est le résultat de la coopération de 24 collaborateurs, 
chacun d’eux ayant traité la question pour laquelle il avait une compé- 
tence particuliére. L’ensemble constitue une étude trés approfondie 
du sujet envisagé sous le triple point de vue bactériologique, clinique 
et expérimental. Aprés avoir passé en revue les différents genres de 
Brucella, les maladies qu’ils provoquent chez |’homme et chez les 
différentes espéces animales naturellement ou expérimentalement sen- 
sibles, les auteurs étudient l’immunologie,. les tests de laboratoire et 
la thérapeutique et en particulier les résultats, qui semblent promet- 
teurs, obtenus avec la chloromycétine et l’auréomycine chez ]’homme. 
Deux chapitres sont consacrés & la brucellose & Porto-Rico et au 
Canada. Enfin la question de la vaccination des animaux par la 
souche 19 fait l’objet d’une étude particuliére. Chaque article est suivi 
de sa bibliographie et un index bibliographique compléte le volume. 


Liebig and after Liebig. — A Century of Progress in Agricultural 
Chemistry. American Association for the Advancement of Science, 
‘Washington, 1942, 111 pages, 26 x 18 cm. 


Ce volume réunit toutes les communications qui ont été présentées 
devant les Sections de Chimie et d’Agriculture de l’American Associa- 
tion for the Advancement of Science le 30 décembre 1940, lors de la 
commémoration du 100° anniversaire de la publication de Vouvrage 
de Liebig « Organic Chemistry in its applications to Agriculture and 
Physiology ». Aprés une introduction qui retrace le caractére de Liebig, 
sa forte personnalité et son extraordinaire activité dans le domaine de 
la recherche et de l’enseignement, deux séries d’articles, la premiére 
sur la chimie organique, les enzymes et la nutrition, la seconde sur 
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ies sols, les engrais et les besoins des plantes en substances minérales, 
passent en revue les principales découvertes de Liebig dans ces 
domaines, découvertes qui ont entrainé une profonde révolution dans 
la science de l’agriculture et des conséquences importantes pour la 
recherche moderne. 


_ Inventaires du Matériel d’Enseignement Scientifique, vol. III, fasc. 1, 
Unesco, Paris, 1950, 99 pages, prix : 350 fr. 


Sous l’égide de 1?UNESCO, il est procédé, par le soin d’experts de 
pays considérés généralement comme étant en téte du progrés dans 
le domaine de l’enseignement scientifique, A l’inventaire du matériel 
d’enseignement pouvant servir a établir un programme de travaux 
pratiques et de manipulations complétant un cours dont le programme 
succinct est également donné. 

La présente brochure, qui constitue le premier fascicule du 3° volume 
de cet inventaire, porte sur l’enseignement des sciences vétérinaires. 
Une premiére partie envisage les programmes d’étude dans les diffé- 
rents pays : remarquons au passage qu’entre les extrémes représentés 
par la Thailande qui forme des vélérinaires en trois ans et la Finlande 
qui exige six ans d’études, la trés grande majorité des pays considére 
que cing ans d’études sont nécessaires pour former les éléves a4 l'art 
vétérinaire. Quant au programme des études, il subit l’inflation com- 
mune a cette sorte d’enseignement et tend a devenir encyclopédique. 
L’inventaire proprement dit du matériel nécessaire 4 la réalisation de 
ces cours occupe la presque totalité de l’ouvrage, chaque instrument 
ou produit nécessaire aux travaux d’une classe de 100 éléves manipu- 
lant par groupes de 20 étant minutieusement inventorié et son prix 
évalué en dollars, depuis la chambre froide avec compresseur de trois 
tonnes jusqu’aux capuchons de caoutchouc pour les tubes a essai. 
Nous apprenons ainsi qu’il en cotite ¢ 15 394,70 d’appareils de labo- 
ratoire pour donner aux éléves quinze heures d’excrcices pratiques sur 
les maladies microbiennes des pays chauds, en des manipulations au 
cours desquelles 50 éléves consommeront, entre autres produits 
chimiques dont la liste occupe plusieurs pages, pour § 0,80 de sulfite 
de sodium cristallisé pur. En dépit ou a cause de la minutie de 1’énu- 
mération, cet inventaire rendra service aux éducateurs pour préciser 
le type d’enseignement généralement donné et leur indiquer l’ordre 
de grandeur des différentes dépenses d’équipement et de consommation 


que représente l’organisation des travaux pratiques correspondants. 
Reels 


E. J. King. — Micro-Analysis in Medical Biochemistry, second edition, 
J. and A. Churchill Ltd. 104 Gloucester Place, London W. 1, 


1951, 222 pages, prix : 14s. 


Ge livre de micro-analyses est destiné plus aux laboratoires cliniques 
qu’aux chercheurs. Clairement rédigé et d’une présentation impec- 
cable, il expose successivement les techniques dé micro-analyse appli- 
quées A l’examen du sang, du plasma, du sérum, du liquide céphalo- 
rachidien, des matiéres fécales, des urines, des calculs rénaux et 
pbiliaires, du contenu intestinal et duodénal, des différentes fonctions 
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excrétoires. Différents chapitres étudient les méthodes spectroscopiques, 
la détermination du pH, la préparation des solutions volumétriques 
ainsi que les méthodes de mesures colorimétriques et photométriques. 
Des listes de références et poids atomiques complétent l’ouvrage. A 
propos de chaque type d’analyse, l’auteur énonce clairement le prin- 
cipe de la méthode, la technique a suivre et le mode de calcul pour 
arriver A la lecture du résultat final, les constantes normales du pro- 
duit analysé étant données par ailleurs dans des tables. Tel qu’il est, 
ce livre doit étre un utile auxiliaire des laboratoires d’analyses biolo- 
giques. 


Peele 


Le Gérant : G. Masson. 
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